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Resumo

O diabetes mellitus tipo 1 ¢ uma doenca autoimune causada pela destruicdo das
células B produtoras de insulina, presentes nas ilhotas pancreaticas, por células
autorreativas do sistema imune. A opcao de tratamento mais utilizada séo injecdes diarias
de insulina exdgena, o que configura um tratamento ndo curativo. Para alcangar a
independéncia de insulina, alternativas como o transplante de ilhotas vém sendo estudadas.
Entretanto, a disponibilidade de pancreas de doadores cadavéricos para o isolamento destas
ilhotas € pequena e os metodos de isolamento, pouco eficazes, sendo necessarios de 2 a 4
doadores para atingir o nimero adequado de ilhotas. Além disso, o transplante apresenta
problemas relacionados a enxertia, devidos principalmente a baixa vascularizacdo, o que
leva a morte de células B nos primeiros dias pods-transplante. Desta forma, estudos
explorando alternativas que aumentem a sobrevivéncia e a funcionalidade dos transplantes
e diminuam o numero de ilhotas exigido por receptor fazem-se muito necessarios. As
células-tronco mesenquimais apresentam propriedades interessantes para aplicacdo em
terapia celular. Entre elas, destaca-se o efeito paracrino, que exerce diversas funcdes
benéficas, como o aumento da vascularizacdo, nos locais onde estas células estdo
presentes. Sendo assim, este trabalho explorou o co-transplante de ilhotas pancreaticas com
células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo, para o tratamento do diabetes
mellitus em modelo murino. Os resultados mostraram que a presenca destas células no
grupo que recebeu o co-transplante ndo aumentou a taxa de cura, em relagdo ao grupo que
recebeu somente ilhotas. No entanto, o fendmeno de reverséo do diabetes foi antecipado no
grupo co-transplantado, o que sugere um possivel efeito angiogénico das células-tronco
adiposo-derivadas presentes neste grupo. Desta forma, conclui-se que estas células podem
exercer atividades benéficas, quando co-transplantadas com ilhotas pancreaticas, para o

tratamento do diabetes.

Palavras-chave: diabetes, ilhotas pancreaticas, células-tronco mesenquimais, transplante.
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Abstract

Type 1 diabetes mellitus is an autoimmune disease caused by destruction of insulin-
producing [ cells, present in pancreatic islets, by auto-reactive cells of the immune system.
The most widely used treatment option are daily injections of insulin, which configures a
non-curative treatment. To achieve insulin independence, alternatives such as islet
transplantation have been studied. However, the availability of pancreas from cadaveric
donors for the isolation of these islets is poor and the methods for isolation, ineffective,
requiring 2 to 4 donors to achieve the appropriate number of islets. In addition,
transplantation presents problems related to engraftment, mainly due to poor
vascularization, which leads to B cell death in the first days after transplantation. Thus,
studies exploring alternatives that increase the survival and function of transplants and
reduce the number of islets required by the recipient are very necessary. Mesenchymal
stem cells have interesting properties for application in cell therapy. Among them is the
paracrine effect, which has several beneficial functions, such as promoting vascularization
in the tissues where these cells are present. Thus, the present study explored the co-
transplantation of pancreatic islets with mesenchymal stem cells derived from adipose
tissue for the treatment of diabetes mellitus in mice. The results showed that the presence
of these cells in the group that received co-transplantation did not increase the cure rate,
compared to the group that received islets alone. However, the phenomenon of diabetes
reversion was anticipated in co-transplanted animals, which suggests a possible angiogenic
effect of adipose-derived stem cells present in this group. Thus, we conclude that these
cells may exert beneficial functions when co-transplanted with pancreatic islets for the

treatment of diabetes.

Keywords: diabetes, pancreatic islets, mesenchymal stem cells, transplantation.
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1.  INTRODUCAO

1.1. DIABETES MELLITUS

O Diabetes mellitus (DM) compreende um conjunto de doengas metabolicas,
heterogéneo do ponto de vista etioldgico e clinico, mas tendo altos niveis de glicose no
sangue como caracteristica comum, além de distarbios do metabolismo dos lipidios e
proteinas, resultantes de defeitos na secrecdo e/ou agdo da insulina. A hiperglicemia
cronica € causada pela ndo producdo, producéo insuficiente, ou falta de resposta periférica
a insulina fabricada nas ilhotas de Langerhans do péncreas (American Diabetes
Association, 2011).

A homeostase da glicemia é regulada principalmente pela acdo oposta dos
hormdnios insulina e glucagon, secretados nas ilhotas pancreéticas pelas células B e a,
respectivamente. A secrecdo de insulina é aumentada em resposta a elevada quantidade de
glicose circulante, para manter a normoglicemia. Esta se da através do estimulo a captacao
de glicose pelas células musculares e adipécitos e reduzindo a producdo de glicose pelo
figado através da inibicdo da gliconeogénese (Bansal & Wang, 2008). Em contrapartida, a
secrecdo de glucagon é suprimida pela hiperglicemia e estimulada em momentos de
hipoglicemia, promovendo a producdo hepéatica de glicose, e, consequentemente
aumentando os niveis sanguineos deste acucar (Taborsky, 2010). Sendo assim, esses dois
horménios possuem um papel fundamental na regulacdo dos niveis de glicose sanguineos,
e qualquer desequilibrio entre eles pode levar ao desenvolvimento do diabetes.

O diabetes pode ser classificado em quatro grandes categorias: diabetes mellitus
tipo 1 (DM1), diabetes mellitus tipo 2 (DM2), diabetes gestacional e “outros tipos de

diabetes” (American Diabetes Association, 2011).

1.1.1. Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1)

Muitas vezes designado de diabetes insulino-dependente, diabetes
imunomodulado, ou diabetes juvenil, o diabetes mellitus tipo 1 é uma sindrome autoimune

orgao-especifica caracterizada pela destruicdo seletiva de células p produtoras de insulina

nas ilhotas pancreaticas (Liu & Eisenbarth, 2002). Estas células passam a produzir pouca
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ou nenhuma insulina. A doenca pode afetar individuos de qualquer idade, mas geralmente
acomete criancas e jovens adultos, antes dos 20 anos de idade, sendo um dos problemas
enddcrinos e metabdlicos mais comuns na infancia. Atinge cerca de 0,3% da populagédo
caucasiana, com pico de inicio da doenca entre os 11 e 12 anos de idade. A instalacdo
clinica €, geralmente, abrupta e com quadro clinico de cetoacidose, devido a falta absoluta
de insulina (Liu & Eisenbarth, 2002; Milech & Oliveira, 2004). Sendo assim, a maioria dos
pacientes depende de injecBes didrias de insulina exdgena para sobreviver, mantendo a
glicemia préxima a niveis normais, embora, a longo prazo, possam desenvolver
complicacBes cronicas relacionadas a hiperglicemia e ao uso de insulina (Expert
Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 2003).

Atualmente, 5 a 10% dos casos de diabetes diagnosticados sdo classificados como
sendo do tipo 1. No entanto, a incidéncia de DM1 esta aumentando, provavelmente devido
a mudancas nos fatores ambientais de risco, como idade avangada da mée no parto, alguns
aspectos alimentares como controle rigoroso da dieta na infancia e exposic¢ao a infec¢oes
virais e toxinas. Estes elementos, combinados a possiveis fatores genéticos predisponentes,
podem desencadear rea¢Ges autoimunes ou acelerar um processo de destruicéo de células
que ja esteja ocorrendo (American Diabetes Association, 2011).

A simples observacdo de que a prevaléncia da doenga € mais alta entre o0s
familiares de individuos afetados do que na populacdo geral sugere a importancia de
fatores genéticos no seu estabelecimento. Risco aumentado € observado em parentes de
primeiro grau de uma pessoa afetada pela doenca. Porém, 85% dos casos novos nao
contemplam tal linhagem familiar (Kulmala, 2003). Sendo assim, pode-se afirmar que o
DML se caracteriza como uma doenca multifatorial dependente da complexa interacéo
entre fatores genéticos predisponentes, resposta imunoldgica, e influéncia do meio-
ambiente na ativacdo de mecanismos predominantemente celulares contra células B
produtoras de insulina (Milech & Oliveira, 2004; Devendra et al., 2004).

Os sintomas da doenga incluem aumento do volume e numero de micgdes
(polidria), sede em demasia (polidipsia), fome constante, perda de peso, visdo turva e
fadiga (World Health Organization, 2011). Estes sintomas aparecem em um curto espago
de tempo, o que leva muitos a caracterizarem o DM1 como uma doenca de rapido
estabelecimento. Sabe-se, entretanto, que o DM1 é uma doenca silenciosa. Ao contrario do

que se admitia previamente, a evolucdo da doenga ndo € aguda e sim um processo de
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destruicdo lenta, que possivelmente ocorre durante anos numa fase pré-clinica. No periodo
de manifestacdo da doenca, com a ocorréncia de hiperglicemia e cetoacidose, as células
secretoras de insulina ja estdo em nimero muito reduzido, ou praticamente ausentes (Balda
& Pacheco, 1999).

A presenga de infiltrado inflamatério, configurando um processo de
autoimunidade, e a auséncia de células B vidveis caracterizam o quadro histologico do
DM1 (Balda & Pacheco, 1999). A andlise do pancreas de pacientes cadavéricos com
diagnostico recente de DM1 mostrou que os linfécitos T citotéxicos (CD8™), seguidos
pelos macréfagos (CD68Y), sdo os tipos celulares mais frequentes no infiltrado
inflamatorio proximo as ilhotas pancreéticas (insulite), em comparagdo com a baixa
frequéncia de linfécitos T auxiliares (CD4%), linfocitos B (CD20*) e plasmdcitos
(CD138%). Células natural killer (CD56%) e células T regulatérias (FoxP3*) raramente
foram encontradas. Estes dados sugerem uma sequéncia definida no recrutamento de
células do sistema imune no estabelecimento do DM1, na qual tanto as células T
citotoxicas (CD8"), quanto os macrofagos, contribuem para a morte de células B, no inicio
do processo de insulite. J& as células B (CD20%) sdo recrutadas em estagios mais tardios do
processo, indicando um ganho de importancia ao longo do desenvolvimento da inflamacéo
(Willcox et al., 2009).

Buschard (2011) afirma que o diabetes mellitus tipo 1 é uma doenca dependente
de células T e, se este tipo celular é inativado de alguma forma, o DM1 néo se desenvolve.
Em estudo realizado pela mesma autora, avaliou-se experimentalmente o efeito
diabetogénico do virus da encefalomiocardite (EMC) em camundongos Balb/c normais,
em comparacdo com nude (atimicos). Apo6s a inoculagcdo do virus da EMC, 36% dos
camundongos normais tornaram-se diabéticos, enquanto que, no grupo dos animais
atimicos, nenhum camundongo desenvolveu a doenga. Dessa forma, foi demonstrada a
importancia da parcela timo-dependente do sistema imune no desenvolvimento do DML,
neste modelo animal (Buschard, 1983).

Outra abordagem de estudos destaca a associacdo entre 0 enterovirus
Coxsackievirus B4 (CVB4) e o DML1. Brilot & Geenen (2005) realizaram experimentos in
vitro com células do epitélio timico e concluiram que a infec¢do dos timocitos por CVB4
poderia induzir uma disfungdo do timo, levando a reducdo da autotoleréncia a antigenos

das células B, com o consequente desenvolvimento de diabetes. Ja Dotta e colaboradores
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(2007) procuraram relacionar o quadro de DM1 de doadores de 6rgdos com a infecgdo das
ilhotas pancreéticas pelo mesmo virus, o CVB4. Foi observado que metade dos individuos
diabéticos analisados tinha a presenca do virus nas amostras de tecido pancreatico
estudadas, enquanto que, no grupo controle, nenhum individuo continha o CVBA4.
Constatou-se que a infeccdo restringia-se as células B pancreéticas e que estas tinham sua
capacidade de secretar insulina em resposta a presenca de glicose bastante reduzida, o que
corrobora com a evidéncia de que a infec¢do das células B pelo CVB4 esta associada com o
desenvolvimento do DM1.

Outras infecgdes virais ou bacterianas estdo associadas a predisposicdo ou
protecdo ao DM1 (Salminen et al., 2003; Goldberg & Krause, 2009). Entretanto, existem
varios resultados conflitantes na literatura, e 0 mecanismo atraves do qual ocorrem estes
efeitos variados ainda néo foi validado (revisado por Goldberg & Krause, 2009).

A liberacdo local de citocinas pré-inflamatérias decorrentes de infeccdo viral
constitui um fator importante na perda da tolerancia aos antigenos das células p e na
ativacdo de linfécitos autorreativos. A associacdo entre os processos de inflamacdo e
autoimunidade tem sido extensamente ligada a acdo de citocinas pré-inflamatorias
liberadas no local da lesdo. Estas, por sua vez, sdo capazes de recrutar e ativar células
apresentadoras de antigenos e linfocitos T autorreativos, 0 que perpetua o processo de
autoimunidade nas ilhotas (Obayashi et al., 2000).

Uma hipdtese alternativa para explicar um processo autoimune desencadeado por
patogenos denomina-se “mimetismo molecular”, que ocorre por uma semelhanga de
sequéncia entre proteinas presentes nas ilhotas e peptideos encontrados nos patdégenos (van
der Werf et al., 2007). No caso descrito por Honeyman e colaboradores (2010), a
similaridade ocorre entre peptideos da proteina VP7 do rotavirus e proteinas tirosino
fosfatases associadas ao insulinoma Ag2 (1A2) e a descarboxilase do acido glutamico 65
(GADG65, glutamic acid decarboxylase 65).

A autoimunidade contra ilhotas pancreaticas foi inicialmente descrita em 1965,
mas a presenca de anticorpos contra células das ilhotas (ICA, islet cells antibody) em
pacientes diabéticos s6 foi demonstrada em 1974 (Zhang et al., 2008). Em seguida, a
existéncia de varios outros anticorpos foi identificada, entre os quais destacam-se anti-

insulina (IAA, insulin autoantibody), anti-descarboxilase do acido glutdmico (anti-GAD,
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glutamic acid decarboxylase), anti-proteina tirosino-fosfatase 1A2 (IA-2AA) e anti-
transportador de Zinco (Maraschin et al., 2010).

A presenca de autoanticorpos pode ser detectada na maioria dos pacientes com
DM1, mesmo antes da manifestacdo de sintomas clinicos e do diagnostico da doenca. Estas
imunoglobulinas sdo consideradas bons marcadores para o prognostico do DM1. Em
criancas em fase inicial da doenca, o primeiro a ser produzido é o IAA. Ja em adolescentes
e adultos, o anti-GAD é mais frequente. O 1A2 e o anti-transportador de Zinco possuem
correlagdo com o progresso da doenca. Quanto maiores a variedade e a titulacdo dos
anticorpos nos pacientes, mais decisivo torna-se o desenvolvimento do DM1, ja que,
durante a historia natural da doenca, amplia-se a resposta de células T contra uma
quantidade maior de epitopos das células 3, mecanismo batizado de “expansdo antigénica”
(Buschard, 2011).

1.1.2. Diabetes Mellitus tipo 2

O diabetes mellitus tipo 2 é a forma predominante de diabetes, abrangendo mais
de 90% de todos os casos da enfermidade. Ocorre principalmente em adultos, acima dos 40
anos, e estd diretamente relacionada com predisposicdo genética, componentes
inflamat6rios e determinantes ambientais como obesidade, h&bitos alimentares e
sedentarismo (Kolb & Mandrup-Poulsen, 2005; Zimet et al., 2001). Usualmente,
caracteriza-se pela combinacdo de resisténcia a insulina, pela diminuicdo da habilidade do
hormbnio em promover a captacdo da glicose circulante pelos tecidos periféricos,
associada a graus variados de deficiéncia na secrecdo de insulina pelas células p (Expert
Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 2003).

A resisténcia a acdo da insulina tem papel fundamental no aparecimento da
chamada “sindrome metabolica”. Nela, ocorre um bloqueio intracelular pos-receptor na
sinalizacdo da insulina, em células dos tecidos periféricos dependentes de insulina. Este
defeito impede a transativacdo do GLUT 4 e, consequentemente, a entrada da glicose para
o interior da célula. Isso faz com que maiores quantidades de insulina sejam secretadas
pelas células B pancreaticas, criando um estado de hiperinsulinemia compensatoria, que,
durante certo tempo, consegue manter a glicemia em niveis normais, mas acaba

determinando importantes alteracbes em todo organismo. A mais conhecida é a deposi¢do
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centripeta da gordura corporal, conhecida como obesidade central ou visceral, na qual
ocorre grande aumento da gordura abdominal, em detrimento dos membros. Outros efeitos
incluem o aumento da pressdo arterial e dos niveis séricos de triglicerideos e reducao dos
valores do colesterol HDL, com ou sem hiperglicemia. A presenca de trés ou mais dessas
manifestacbes caracteriza a sindrome metabolica ou sindrome de resisténcia insulinica
(Tambascia & Geloneze, 2005; Zecchin et al., 2005).

Embora possuam etiologias diferentes, ambos tipos de diabetes tém como
caracteristica fisiopatologica comum a perda de massa de células B, porém com maior

intensidade no DM1 (Couri & Voltarelli, 2009).

1.1.3. Complicacgdes Cronicas

A longo prazo, quando ndo controlada, a hiperglicemia leva a sérios danos a
células de diversos sistemas do organismo (Donnelly et al., 2000; Morrish et al., 2001).
Este dano reflete-se principalmente em células endoteliais da micro e macrovasculatura
(Sweet et al., 2009) e em nervos periféricos (World Health Organization, 2011).
Considera-se, portanto, 0 DM como um fator de risco para o aparecimento de doencas
como nefropatia diabética ((Loon, 2003), retinopatia diabética (Conway et al., 2009),
cardiopatias (Haffner et al., 1998; Nichols et al., 2001), neuropatias (Dick et al., 2011),
insuficiéncia vascular periférica (Expert Committee on the Diagnosis and Classification of
Diabetes Mellitus, 2003), entre outras.

Reiss et al. (2008) estudaram um grupo de pacientes com insuficiéncia cardiaca e
identificaram que a prevaléncia de DM neste grupo chegava a quase 20%, em comparagédo
com o percentual de 4 a 6% da populagdo controle. Estudos experimentais e clinicos
apontam para a existéncia de cardiomiopatias especificamente relacionadas ao diabetes,
explicadas através das microangiopatias, além de fatores metabolicos e fibroses do
miocardio. Dados da Associacdo Americana de Diabetes de 2011 apontam as doencas
cardiovasculares como a principal causa de morte em pacientes diabéticos, sendo
responsavel por cerca de 50% das fatalidades (Kim et al., 2008; American Diabetes
Association, 2011).

Segundo dados do NIDDK (National Institute of Diabetes and Digestive and
Kidney Disease, 2011), o DM ¢ a causa mais comum de insuficiéncia renal, sendo
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responsavel por quase 44% dos novos casos diagnosticados nos EUA. Mesmo quando
controlado, o diabetes pode levar a doenca renal crénica e insuficiéncia renal, sendo os
pacientes com DM1 mais propensos a este tipo de doenca. Entre 20 e 40% dos pacientes
com DM1 apresentam problemas renais aos 50 anos, embora estas complicagdes possam
aparecer antes dos 30 anos.

Informacgdes da mesma instituicdo afirmam que 60 a 70% das pessoas com
diabetes desenvolvem alguma forma de neuropatia (NIDDK, 2011). Pacientes diabéticos
podem desenvolver problemas em nervos a qualquer momento, mas o risco aumenta com a
idade e o tempo de duracdo da doenc¢a. A maior incidéncia de neuropatia esta em pacientes
com diabetes ha, pelo menos, 25 anos. A perda de sensibilidade em membros,
principalmente nos pés, é um problema grave, ja que dificulta a percepcéo de ferimentos e

seu tratamento, levando a infeccBes mais graves e possiveis amputacdes

1.1.4. Epidemiologia

O diabetes mellitus € uma doenca comum, considerada pela Organiza¢do Mundial
de Salde como uma epidemia. A prevaléncia mundial fica em torno de 4%, e no Brasil
chega a 7,6%, podendo atingir 10% em alguns estados como S&o Paulo e Rio Grande do
Sul (Maraschin et al., 2010).

Dados da Federacdo Internacional de Diabetes informam que o diabetes afeta
atualmente mais de 223 milhdes de pessoas no mundo e estimam que a prevaléncia da
doenca chegue a 333 milhGes em 2025, o que correspondera a aproximadamente 6,3% da
populacdo mundial (International Diabetes Federation, 2011). Este aumento deve
concentrar-se principalmente nos paises em desenvolvimento, devido ao crescimento e
envelhecimento da populacdo, & obesidade, aos habitos alimentares incorretos e ao
sedentarismo. No Brasil, 0 nimero estimado de diabéticos em 2000 era de pouco mais de
4,5 milhdes. A previsao para 2030 ultrapassa os alarmantes 11 milh6es de habitantes com a
doenga (World Health Organization, 2011).

A Federacdo Internacional de Diabetes desenvolveu o Atlas do Diabetes, com
dados de 172 associagbes, em 132 paises. Informacbes de 2010 mostram que
aproximadamente 480 mil criancas (de 0 a 14 anos) tém DML, nas regides analisadas. Mais

especificamente na América Central e Caribe, a incidéncia anual de novos casos

20



diagnosticados é de 5,8 mil, que somam-se as 36,9 mil criancas (de 0 a 14 anos) com DM1
existentes. Também por ano, a estimativa de gastos com DM na regido gira em torno de

8,1 bilhdes de ddlares.

1.1.5. O péancreas e as ilhotas pancreéticas

O péncreas € uma glandula mista composta por uma porcao exocrina e outra
enddcrina. A primeira é formada por tecido acinoso, cujas células tém morfologia
caracteristica de células secretoras de proteinas. Esta porcéo é responsavel pela producédo
do chamado suco pancreético, que contém enzimas importantes para o processo digestivo.
O orgao e revestido por uma cépsula delicada de tecido conjuntivo que divide a glandula
em lobulos (Junqueira & Carneiro, 1999).

Em 1869, Paul Langerhans descreveu pequenos aglomerados de células no
pancreas, parecidos com microscopicas “ilhas”, as quais, anos mais tarde, passaram a ser
chamadas de ilhotas de Langerhans. Em seguida, Kuhne e Lea identificaram nas ilhotas
redes de capilares que indicavam uma possivel funcdo enddcrina. Entretanto, a relacéo
entre 0 péancreas e o diabetes s6 foi comprovada em 1889, quando von Mering e
Minkowski retiraram o pancreas de animais de laboratorio e constataram que, sem o 6rgao,
eles passavam a produzir altas quantidades de urina contendo glicose (Ham, 1963). Sendo
assim, as ilhotas de Langerhans constituem a porcdo enddcrina do pancreas, estando
distribuidas ao longo de todo 6rgéo.

O numero de ilhotas em humanos varia, ficando em torno de um milh&o, sendo
que cada ilhota possui, em media, 1500 células (Pisania et al., 2010). Estima-se que as
ilhotas correspondam a 1-1,5 % do volume do 6rgdo em humanos (Junqueira & Carneiro,
1999).

As ilhotas sdo compostas por trés principais tipos celulares: em humanos, células
B, células o e células 6 correspondem a aproximadamente 54 %, 35 % e 11 % do total de
células das ilhotas, respectivamente. J& em camundongos, as frequéncias ficam em torno
de 75 %, 19 % e 6 %, para os tipos celulares citados acima (Brissova et al., 2005). Em
menor nimero, existem ainda as células PP, que produzem o polipeptideo pancreético, e as
células v, que produzem grelina. Envolvendo cada ilhota, ha uma fina camada de tecido

conjuntivo, além de uma rede de capilares sanguineos que permeia por entre as células.
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Com relacdo a proporcdo encontrada entre os trés tipos celulares, Brissova e
colaboradores (2005) afirmam que uma maior heterogeneidade é encontrada em ilhotas
humanas. Isto pode refletir-se na chamada massa de células B, que seria a quantidade de
células produtoras de insulina que o organismo possui. Outro fator variavel é a prépria
quantidade de ilhotas, diferente em cada organismo. Segundo Buschard (2011), estas duas
caracteristicas combinadas podem configurar um fator predisponente para o DM1. A
autora sugere que, quanto menor a quantidade de celulas produtoras de insulina em um
individuo, maior é o desgaste de cada célula B individualmente, devido a demanda do
horménio que deve ser atendida. Este estresse, a longo prazo, poderia desencadear a perda
de funcionalidade das células f.

Estudos avaliando o padrdo de distribuicdo dos trés principais tipos celulares
presentes nas ilhotas pancreéticas (B, a e 8) indicam diferencgas contrastantes na localizacao
das mesmas entre primatas e roedores. No homem e em primatas ndo-humanos, os trés
tipos celulares distribuem-se de forma praticamente homogénea, tendo sido observada uma
tendéncia das células p posicionarem-se na periferia. J4 em camundongos e ratos, ha uma
nitida separacgdo entre as células B, que localizam-se no centro da ilhota, e as células a e 9,
presentes em uma camada periférica. (Baetens et al., 1979; Brissova et al., 2005). Esni e
colaboradores (1999) atribuem esta distribuicdo heterogénea das células em murinos a uma
diferente expressdo de moléculas de adesdo célula-célula, como as caderinas e as CAM
(cell adhesion molecule), entre as células B e as células ndo-p. Eles demonstraram que, em
murinos, os niveis de NCAM (neural cell adhesion molecule) das células ndo-p séo duas
vezes mais altos que em células B, e que camundongos com heterozigose ou mutacao nula
para a molécula apresentam células a infiltrando o cerne normalmente composto apenas

por células .

1.1.6. Tratamentos para o DM

Embora as ilhotas pancreaticas tenham sido descobertas em 1869, apenas em
1921 a insulina foi isolada pela primeira vez, por Frederic Banting e Charles Best, no
Canada. A partir de entdo, muitos métodos para a purificacdo de extrato pancreatico para
aplicacdo terapéutica foram desenvolvidos. A técnica de DNA recombinante e 0s avangos

da biotecnologia permitiram que, em 1978, fosse produzida a primeira proteina humana
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recombinante: a insulina. Estas descobertas trouxeram esperanga aos pacientes, ja que o
diabetes passou de uma doenga rapidamente fatal a uma doenca crénica e tratavel.

No tratamento de pacientes com DM2, énfase é dada a dieta para a perda de peso,
associada a um complexo de orientacbes que visem uma vida “mais saudavel”, como
exercicios fisicos regulares, evitar tabagismo e etilismo, avaliacdo regular da pressdo
arterial e lipideos plasmaticos, além da administracdo de drogas anti-hiperglicémicas por
via oral ou injecdes de insulina, conforme o quadro clinico apresentado.

Ja no DML, o tratamento padrdo consiste em injecdes diarias de insulina exdgena
por via subcutdnea. Sao necessarias varias injecGes por dia e um controle rigoroso dos
niveis de glicose sanguinea nesses pacientes, podendo ocorrer eventos frequentes de
hipoglicemia, muitos bastante graves. O tratamento com insulina aumentou muito a
expectativa de vida dos pacientes diabéticos. Entretanto, 0 acompanhamento clinico destes
mostrou que, ap6s anos de terapia com insulina, cerca de 10 a 20 anos depois do
diagndstico, a grande maioria passa a apresentar uma série de complicacdes e doencas.
Tendo isso em vista, torna-se claro que, embora as inje¢cdes de insulina mantenham os
niveis de glicose proximos do normal, existe uma correcdo de forma flutuante e
intermitente, e 0s niveis médios atingidos ficam aquém do esperado. Sendo assim, 0
controle glicémico da insulina injetada ndo é totalmente eficiente (American Diabetes
Association, 2011).

A terapia com insulina € o Unico tratamento disponivel para a maioria dos
pacientes com DM1, tendo razoavel eficicia. Entretanto, é um tratamento ndo curativo,
além de ser considerado incomodo pela maior parte dos pacientes, o que dificulta a adesdo
ao tratamento. Vias de administracdo alternativas sdo estudadas para amenizar este
problema, como, por exemplo, a insulina inalavel (Exubera). Embora com algumas
contraindicacOes, esta € uma Otima alternativa para pacientes com DM1 (Skyler et al.,
2008).

Com o objetivo de cessar a destruicdo das células B pelas celulas do sistema
imune, quadro que caracteriza o DM1, muitos trabalhos utilizam abordagens com terapias
imunossupressoras ou indugdo de tolerancia (Ludvigsson et al., 2010). Vale ressaltar que
este tipo de abordagem so6 é viavel em pacientes com diagndstico recente de DM1, o que,
conforme Voltarelli & Couri (2009), é representado por um periodo menor que seis

Semanas.
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Vaérios estudos j& tentaram alcancar a imunossupressdo com efeito prolongado,
apos terapias de curto prazo com drogas imunomodulatérias. Um dos resultados de maior
sucesso foi obtido utilizando-se anticorpos anti-células T, como 0 OKT3. O objetivo neste
caso ¢ atingir as populagdes de células T que atacam e destroem as células B. Apds a
terapia, foi observado um aumento nos niveis de peptideo-C, que é secretado em doses
equimolares as de insulina no organismo, e uma reducdo nas doses diérias de insulina
necessarias nos pacientes (Herold et al., 2002; Herold et al., 2005; Keymeulen et al.,
2005).

J& os estudos que visam o0 aumento da tolerancia aos autoantigenos, ou seja,
tolerizagdo do sistema imune do paciente com DMI1 aos antigenos de células B citados
anteriormente, como GAD (Ludvigsson et al., 2008) ou insulina (Skyler et al., 2005),
envolvem administracdo de doses orais destes.

O tratamento definitivo para o DM1 seria aquele capaz de corrigir a dependéncia
de insulina exdgena e restaurar o padrdo fisioldgico de secrecao deste hormonio. Dentre as
estratégias para alcancar estes objetivos, esta o transplante de pancreas e de ilhotas de
pancreaticas (American Diabetes Association, 2011). O transplante alogeneico de pancreas
é bastante utilizado atualmente, mas ainda apresenta desvantagens como mortalidade
perioperatoria e significativa morbidade, além da necessidade de administracdo de drogas
imunossupressoras para evitar a rejeicdo do 6rgdo transplantado. Sendo assim, esta
abordagem é recomendada apenas quando associada ao transplante renal, em pacientes
com insuficiéncia renal decorrente do diabetes, e em pacientes com controle metabdlico
dificil, com crises graves de hipoglicemia (Martins et al., 2010, American Diabetes
Association, 2011).

Embora controverso, varios estudos confirmam a estabilizacdo ou a melhora de
algumas das complicacfes cronicas do diabetes, e mesmo o ganho em anos de vida para
pacientes submetidos ao transplante duplo de pancreas e rim. Por outro lado, pesquisadores
tém demonstrado resultados conflitantes em relacdo ao transplante isolado de pancreas, o
que reforca a necessidade de uma selecdo criteriosa de pacientes para este procedimento.
Outro obstaculo a ser superado é a pouca disponibilidade de 6rgdos, o que limita bastante o
numero de pacientes beneficiados.

O transplante de ilhotas oferece vantagens, em comparag¢do com o transplante de

pancreas, ja que € um procedimento menos invasivo. As ilhotas sdo isoladas a partir do
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pancreas de doadores cadavéricos e injetadas, por via percutanea, na veia porta, ficando
depositadas no figado. Esse procedimento ja foi aprovado como alternativa terapéutica no
Canada, contudo permanece em fase experimental nos demais paises (Eliaschewitz et al.,
2009).

Entre 1974 e 2003, foram realizados 705 transplantes de ilhotas pancreéticas em
pacientes com DM1. No entanto, os resultados ainda estdo longe do ideal: a taxa de
sobrevivéncia um ano apds o transplante € de 97 %, porém apenas 20 % dos pacientes
tornam-se independentes de insulina, apds 0 mesmo intervalo de tempo (Bretzel et al.,
2004).

Muitos grupos de pesquisa estdo empenhados em aumentar a eficacia dos
transplantes, para que um ndmero maior de pacientes alcance a independéncia de insulina.
O primeiro estudo com resultados satisfatérios foi realizado por um grupo canadense da
Universidade de Alberta, em Edmonton. Sete pacientes com diabetes tipo 1 que
apresentavam hipoglicemia severa e instabilidade metabdlica foram submetidos ao
transplante de ilhotas pancreaticas. Todos 0s pacientes alcancaram independéncia de
insulina em um ano de acompanhamento, mostrando uma alta taxa de sucesso quando
imunossupressores ndo glicocorticoides foram usados e um nimero adequado de ilhotas foi
infundido (Shapiro et al., 2000). Ryan e colaboradores (2005) publicaram os resultados do
acompanhamento de 65 pacientes que receberam transplante de ilhotas aplicando o
Protocolo de Edmonton e mostraram que, apés 5 anos, apenas 10 % dos pacientes
transplantados permaneciam independentes de insulina.

Um conjunto de fatores deve ser considerado para o sucesso do transplante de
ilhotas pancreaticas, como a minimizacdo dos efeitos nocivos decorrentes da preservacéo e
do processamento das células para o transplante, a diminuigdo dos efeitos toxicos do uso
de imunossupressores ndo-esterdides sobre as ilhotas transplantadas, e a padronizagdo da
quantidade de material injetado, garantindo a producdo de insulina e a restauracdo da
glicemia a longo prazo (Noguchi, 2011).

Embora o transplante de ilhotas venha mostrando resultados animadores, néo se
pode ignorar os riscos de uma terapia de longo prazo, com uso de imunossupressores,
sendo importante determinar o risco versus beneficio para os pacientes que irdo receber

este tipo de tratamento (Stevens et al., 2001; Eliaschewitz et al., 2009).
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Um problema em potencial, que tem sido debatido recentemente entre os
defensores do transplante de ilhotas pancreaticas, € a sensibilizagdo imunoldgica contra
antigenos HLA ap0s este tipo de transplante. Este parece ser um evento comum e pde em
risco a possibilidade de transplantes futuros que possam vir a ser necessarios, como de
pancreas ou rim (Campbell, et al., 2007).

Além de complicagbes técnicas, relacionadas a rejeicdo e a necessidade de
administracdo de imunossupressores, e financeiras, o principal fator limitante para a ampla
aplicacdo esta terapia é a fonte escassa de doadores e consequentemente o numero
insuficiente de ilhotas pancreaticas (Shapiro et al., 2000; Stevens et al., 2001). Ainda sao
necessarios até 4 pancreas para isolar o niamero de ilhotas adequado, 10.000 equivalentes
de ilhotas (IEs)/kg, para alcancar a independéncia da insulina em um unico paciente
diabético (Senior et al., 2007; Figliuzzi et al., 2009; Wang et al., 2011). Ademais, 0
rendimento, a qualidade e a pureza das ilhotas isoladas sdo determinados por inimeras
variaveis como a idade, o peso, a glicemia plasmaética e a causa da morte do doador, bem
como o tempo de isquemia ao qual o érgéo foi exposto (Wang et al., 2011).

Entre outras preocupac¢des que envolvem o procedimento, questdes éticas devem
ser abordadas, uma vez que 0s pancreas, potencialmente aptos ao transplante total, séo
retirados do pool escasso de doadores (Figliuzzi et al., 2009). No Brasil, um dos lideres
mundiais em transplante total de pancreas, ainda ndo ha critérios definidos para a alocacao
dos 6rgéos para uso em isolamento e transplante de ilhotas pancreaticas (Sa et al., 2011).

Para transpor estes obstaculos, grupos vém estudando a possibilidade de
xenotransplante de ilhotas, com tecido isolado a partir de outras fontes animais. Valdes-
Gonzalez e colaboradores (2010) isolaram ilhotas do pancreas de porcos neonatos e
transplantaram em 23 pacientes com DM1. Mais de seis anos apds o transplante, embora
apenas 50 % dos pacientes tenha alcancado uma reducdo média de 33 % na dose de
insulina administrada diariamente, todos 0s pacientes atingiram um excelente controle
metabolico, com consequente reducao das complicagdes cronicas decorrentes da doenca.

Melhorias nos protocolos de isolamento para aumentar o rendimento em ndmero
de ilhotas, chegando a uma propor¢do de 1 doador para 1 receptor vém sendo estudadas
(Hering et al., 2005). Matsumoto e colaboradores (2005) relataram sucesso no transplante
de ilhotas isoladas através da pancreatectomia distal de um doador vivo, chegando a obter

408.144 equivalentes de ilhotas vidveis no isolamento. Esta parece ser uma alternativa
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atraente, j& que elimina uma série de fatores que reduzem o rendimento e a qualidade de
ilhotas isoladas a partir de doadores cadavericos, como a exposi¢do prolongada das

mesmas a um ambiente isquémico.

1.2. CELULAS-TRONCO

Células-tronco sdo, por definicdo, células capazes de replicar-se dando origem a
células-tronco com as mesmas propriedades ou diferenciar-se em, pelo menos, um tipo
celular especializado. Estas células podem ser classificadas quanto a origem em células-
tronco embrionérias e do adulto. Células-tronco embrionérias séo obtidas a partir da massa
celular interna de blastocistos pré-implantacdo na parede uterina, podendo ser mantidas
indefinidamente in vitro e originar qualquer tipo celular tecido-especifico do organismo.
Embora tenham caracteristicas de interesse e diversas aplicagdes clinicas, existem
restricdes e problemas técnicos e éticos que limitam o estudo e uso de células-tronco
embrionarias humanas (Donovan & Gearhart, 2001).

Para transpor estas dificuldades, muitos grupos vém pesquisando a producao de
células pluripotentes induzidas (iPS), a partir de células somaticas. Estas sdo
reprogramadas através da introducdo de uma combinacdo de fatores de transcri¢cdo, como
Oct3/4, Sox2, KIf4 e c-Myc. Desta forma, visando aplicacdes clinicas, células do proprio
paciente podem ser uma fonte interessante para a descoberta de drogas mais eficientes no
tratamento de enfermidades ou para terapias incluindo transplante de células (Okita &
Yamanaka, 2011).

Células-tronco do adulto possuem uma grande heterogeneidade, com morfologia,
nichos e caracteristicas bastante diversos. Estas células indiferenciadas sdo responsaveis
ndo sé pela reposicdo de células eliminadas naturalmente pelos tecidos, mas também pela
substituicdo de ceélulas perdidas por algum ferimento ou dano tecidual (Walker et al.,
2009).

O comportamento das células-tronco in vivo esta diretamente relacionado ao
ambiente onde se encontra, o seu “nicho”. E ele que d4 condigdes para as células-tronco
manterem-se indiferenciadas (autorrenovacdo) ou as disponibiliza para diferenciacao,
quando necessario. Este processo € mediado pela interacdo célula-célula, por componentes

da matriz extracelular e por fatores soltveis. Alguns tipos de células-tronco do adulto tém
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seu nicho melhor descrito, como é o caso da célula-tronco hematopoiética, cujo nicho é a
medula 6ssea, onde as células-tronco mesenquimais desempenham um papel extremamente
importante (Nardi & Alfonso, 1999).

1.2.1. As células-tronco mesenquimais (MSC)

Células-tronco mesenquimais (MSC, mesenchymal stem cells) sdo um tipo
especial de células-tronco do adulto presentes em todos os érgdos/tecidos do organismo,
podendo ser isoladas e aplicadas em abordagens terapéuticas sem as implicacGes éticas
existentes para o uso de células-tronco embrionarias (da Silva Meirelles et al., 2006).

Inicialmente isoladas a partir da medula O6ssea, as MSC foram estudadas
primeiramente por Friedenstein e colaboradores (1970). Nos ultimos anos, o nimero de
estudos pré-clinicos e clinicos aplicando estas células tem aumentado exponencialmente
(da Silva Meirelles et al., 2008). Pittenger e colaboradores (1999) descreveram uma
populacdo de células aderentes que podiam ser expandidas em cultura e dar origem a
adipdcitos, osteoblastos e condrocitos. Com relacdo a moléculas de superficie, as MSC sao
negativas para CD14, CD34 e CD45, e positivas para CD 73 (SH3) e CD105 (SH2).

De acordo com o Comité de Células-tronco Mesenquimais e Teciduais da
Sociedade Internacional de Terapia Celular, ha trés grandes critérios que devem ser
obedecidos para definir uma célula-tronco mesenquimal humana. O primeiro critério
determina que uma MSC deve ser capaz de aderir ao plastico, quando em condicdes
padronizadas de cultivo. O segundo critério diz respeito a seus marcadores de superficie:
CD73, CD90 e CD105 devem ser positivos, e CD14 ou CD11b, CD34, CD45, CD79a ou
CD19 e HLA-DR devem ser negativos. O terceiro critério estabelece que uma MSC deve
ser capaz de diferenciar-se in vitro em osteoblastos, adipécitos e condroblastos (Dominici
et al., 2006). N&o existe um marcador exclusivo para as MSC, mas algumas moléculas
como o Stro-1 permitem o isolamento de um pool de células enriquecido nesta populagéo.

Com relagdo ao comportamento das MSC in vivo, estudos recentes demonstraram
que elas podem ser isoladas de praticamente qualquer tecido ou érgdo, o que sugere uma
localizagdo associada a vasos sanguineos, o “nicho perivascular” (da Silva Meirelles et al.,
2006; da Silva Meirelles et al., 2008). Os pericitos sdo células localizadas na face

abluminal de vasos sanguineos e possuem forte associacdo com as células endoteliais. Uma
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recente revisdo de nosso grupo de pesquisa propds que as MSC e 0s pericitos possam ser o
mesmo tipo celular (da Silva Meirelles et al., 2008). Esta afirmacdo baseia-se nas
similaridades presentes entre ambas, como a presenca de proteinas de superficie como
Stro-1, nestina, a-actina de musculo liso, CD44, CD90 e CD105.

Outras linhas especulativas sobre a identidade das MSC sugerem que estas
células podem ser estreitamente relacionadas aos fibroblastos, com base em caracteristicas
compartilhadas, como fendtipo, habilidade de diferenciacdo, propriedades
imunossupressoras, distribuicdo ao longo do organismo e capacidade proliferativa (Haniffa
et al., 2009). Estudos complementares ainda sdo necessarios para confirmar se elas sdo
realmente o mesmo tipo celular, ou apenas células compartilhando caracteristicas, porém
com fungbes individuais especializadas. Neste contexto, torna-se extremamente
indispensavel a caracterizacdo das células, seja em estudos de biologia basica, seja em
ensaios pré-clinicos e clinicos.

As MSC séo consideradas as celulas-tronco do adulto com maior potencial para
aplicacdes terapéuticas (Meirelles & Nardi, 2009). Os mecanismos responsaveis por este
papel terapéutico ainda ndo sdo bem compreendidos, mas existem duas hipéteses distintas:
transdiferenciacdo ou efeito parécrino (Vrijsen et al., 2009).

A origem embrionaria das MSC ¢ incerta, mas algumas evidéncias sugerem que
elas derivem dos mesoangioblastos presentes na aorta dorsal embrionaria, cuja origem é
mesodérmica, o que explicaria a facilidade que estas células possuem para a diferenciacao
em adipdcitos, osteoblastos, condrdcitos e midcitos (da Silva Meirelles et al., 2008).

Inimeros estudos buscam diferenciar as MSC nos mais diversos tipos celulares
especializados, in vitro, através da combinacdo de citocinas, fatores de crescimento e
biomoléculas (Meirelles & Nardi, 2009). Em alguns casos, 0 processo de diferenciacao
pode ser otimizado através de manipulagdo genética ex vivo, com uso de vetores
expressando fatores de transcricdo especificos para o tipo celular desejado (Karnieli,
2007).

A transdiferenciacdo de MSC, cuja origem é mesodérmica, em neurénios (origem
ectodérmica), ou em hepatdcitos ou células B (origem endodérmica), ja foi explorada em
alguns estudos, mas continua bastante questionavel, devido a possibilidade de artefatos
técnicos decorrentes dos diversos sistemas de cultivo (Chagastelles et al., 2010). Pode-se

citar como exemplo os protocolos para diferenciacdo de MSC em células produtoras de
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insulina, que demonstraram que as celulas diferenciadas tinham uma capacidade de
produzir insulina muito menor que a de células B (Davani et al., 2007), ou que as MSC néo
foram capazes de diferenciar-se completamente in vitro (Karnieli, 2007).

Diversos estudos com modelos pré-clinicos de doencas tratadas com MSC
mostraram pouca diferenciacgdo in vivo das células transplantadas, o que nos leva a crer que
a transdiferenciagdo ndo seria o principal mecanismo para justificar as melhoras
encontradas apds a terapia celular (Nesselmann, 2008). Por outro lado, as MSC produzem
um vasto painel de citocinas, fatores de crescimento e quimiocinas, com propriedades
angiogénicas, imunossupressoras, antiapoptdticas e proliferativas (Schinkdthe, 2008). O
fator de crescimento de hepatocitos (HGF, hepatocyte growth factor) secretado pelas MSC
pode ser citado como exemplo, ja que induz a proliferacdo de células-tronco tecido-
especificas, como as celulas-tronco neurais e as células progenitoras endoteliais (Suzuki,
2004). Outros fatores produzidos pelas MSC, como VEGF (vascular endothelial growth
factor), bFGF (basic fibroblast growth factor), angiopoietina-2 e FGF4 (fibroblast growth
factor 4), entre outros, também seriam desencadeadores do processo de angiogénese
(Schinkothe, 2008). Sendo assim, muitas evidéncias sugerem o efeito paracrino como
sendo o principal mecanismo responsavel pela regeneracdo tecidual e pelo sucesso dos
protocolos terapéuticos utilizando MSC (da Silva Meirelles et al., 2008).

Uma importante propriedade das MSC destacada quando se explora 0s
mecanismos responsaveis por seu potencial terapéutico é a sua habilidade de modular o
sistema imune. Muitos estudos in vitro e in vivo ja buscaram compreender 0s mecanismos
através dos quais as MSC exercem estes efeitos imunossupressores (Nasef, 2008). Estas
células ndo sdo imunogénicas, podendo ser utilizadas tanto em alotransplantes (individuos
diferentes, mesma espécie), quanto em xenotransplantes (espécies diferentes), sem
problemas de rejei¢cdo. As MSC atuam através da inibigéo da proliferacdo de populacdes de
linfécitos T e linfocitos B, bem como dificultando a diferenciacdo, a maturacdo e o
funcionamento de células apresentadoras de antigenos. Além disso, a proliferacdo e o
efeito citotoxico de células NK s&o inibidos na presenca das MSC, enquanto que a geracdo
de células T regulatorias é favorecida (Uccelli, 2008). Estes efeitos sdo, em sua maioria,
desencadeados por fatores soluveis.

As MSC expressam os receptores Toll-like (TLR, toll-like receptors), o que as

torna sensiveis a compostos microbianos. A familia dos TLR evoluiu para detectar
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diferentes componentes de patégenos invasores, conhecidos como “padrdes moleculares
associados a patdogenos” (PAMPs, pathogen-associated molecular patterns), e, por
consequéncia, promover a ativacdo de células do sistema imune. Estes receptores estdo
divididos em dois grandes grupos, conforme sua localizacdo e o tipo de PAMPs a que se
ligam. O primeiro grupo é expresso na superficie das células (TLR1, TLR4, TLR5, entre
outros) e reconhece componentes da membrana microbiana. O outro grupo é expresso no
compartimento intracelular (TLR3, TLR7, TLR9, entre outros), onde é capaz de
reconhecer &cidos nucléicos apresentados de variadas formas. Alguns destes receptores
apresentam-se funcionais nas MSC e, quando ativados, modulam o potencial de
proliferacdo, imunossupressao, migragdo e diferenciacéo destas células.

Outro parametro bioldgico que influencia o comportamento das MSC é o
microambiente inflamatorio. Este é desencadeado por dano tecidual, presente em inUmeras
condicdes clinicas as quais as MSC sdo expostas. No entanto, a exposi¢do das MSC a estes
estimulos inflamatorios aumenta a expressdo de TLR3 e TLR4, levando a um aumento da
responsividade destas células a RNA-dupla fita e lipopolissacarideos de bactérias gram-
negativas, respectivamente. Desta forma, a presenca destes antigenos inibe a capacidade
das MSC de suprimir linfécitos T CD4+, indicando um mecanismo de modulacdo da
resposta imune, no qual as MSC comecam a inibir reacGes imunoldgicas em determinado
contexto somente depois que a infecgdo por virus ou bactérias esteja sob controle (Liotta et
al., 2008; Raicevic et al., 2011).

Aggarwal & Pittenger (2005) mostraram a funcdo imunorregulatéria in vitro das
MSC isoladas da medula 6ssea de humanos, sobre diferentes populagdes de células do
sistema imune. De uma maneira geral, as MSC desempenharam seu papel alterando o
padrdo de secrecdo de diversas citocinas, em células envolvidas no processo inflamatério.
Essa modificacdo favorece a liberacdo de substancias anti-inflamatorias, como IL-4 e IL-
10, inibindo citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a e IFN-y. Adicionalmente, as MSC
parecem alterar o padrdo de resposta de Thl para Th2. Assim, o transplante de MSC pode
ser bastante interessante no tratamento de doencas autoimunes, como substituto de
imunossupressores tradicionalmente usados em transplantes de 6rgdos e na Doenca do
Enxerto contra o Hospedeiro (GVHD, graft-versus-host disease), bem como em processos
inflamatdrios (Abdi, 2008).
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Desta forma, conforme proposto por da Silva Meirelles e colaboradores (2008),
podemos concluir que as MSC tém uma localizacdo perivascular, contribuindo para a
estabilizacdo de vasos sanguineos e para a homeostase tecidual. Este modelo propde que,
além da reposicdo tecidual com MSC, estas células desempenhem um papel mais ativo no
reparo de danos teciduais localizados. Neste caso, as MSC secretam citocinas e fatores que
controlam a resposta imune para evitar que um processo autoimune se desenvolva. Além
disso, elas também estimulam a formacdo de novos vasos sanguineos, inibindo a apoptose
local e estimulando a proliferacdo de células-tronco tecido-especificas (Chagastelles et al.,
2010).

Muitos estudos fazem uso da terapia com MSC infundidas sistemicamente e
concluem que estas células sao atraidas até o local da lesdo, para entdo exercer seu efeito
paracrino e secretar fatores troficos. Este processo de homing é mediado pela expresséo de
receptores de quimiocinas pelas MSC, como CCR1, CCR5, CCR7, CXCR4, CXCR6 e
CX3CR1, entre muitos outros (Sordi et al., 2005; da Silva Meirelles et al., 2008).

1.2.2. Terapia celular para o DM

Conforme citado anteriormente, a administracdo de insulina € o Unico tratamento
disponivel para a maioria dos pacientes com DM1. No entanto, sabemos que seu efeito é
paliativo e que ndo oferece chances de cura para a doenca. Além das alternativas para o
tratamento do DML citadas anteriormente, como a inducdo de tolerancia, o blogueio da
destrui¢ao das células f com anticorpos e os transplantes de pancreas e ilhotas
pancreaticas, a terapia com células-tronco traz possibilidades interessantes no combate a
doenca.

A terapia celular para o diabetes pode envolver duas abordagens principais:
interromper a destruicdo das células B pelo sistema imune ou gerar novas ceélulas
produtoras de insulina (CPI).

Visando interromper a destruicdo de células B pelo sistema imune, o transplante
autdlogo de células-tronco hematopoiéticas (AHSCT, autologous hematopoietic stem
cell transplantation) tem sido empregado com sucesso em pacientes com diagnostico
recente de DM1 (Couri & Voltarelli, 2009). Nesta abordagem, as células-tronco

hematopoiéticas (HSC, hematopoietic stem cell) do paciente sdo mobilizadas para a
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circulagdo periférica, coletadas através de um sistema de aférese e criopreservadas. Apos o
tratamento do paciente com quimioterapia linfoablativa, as HSC séo transplantadas. Desta
forma, boa parte dos clones de linfécitos do paciente sdo destruidos, sejam eles auto-
reativos ou ndo, e o sistema imunoldgico se restabelece a partir das HSC infundidas. Este
tipo de terapia vem sendo aplicada a varias doengas autoimunes, entre elas o diabetes,
porém com significativas taxas de mortalidade. Ainda assim, ha um prolongamento do
periodo de remissdao da doenca, mais de 3 anos em alguns casos, em 50 % dos pacientes, 0
que pode ser considerado um sucesso, ja que os doentes submetidos a este tipo de terapia
geralmente n&o respondem aos tratamentos convencionais (Voltarelli & Couri, 2009). Em
um estudo que mimetiza 0 AHSCT em camundongos isogénicos, Wen e colaboradores
(2008) afirmam que a remissdo do diabetes, alcancada através do transplante, vai além de
uma imunossupressdo transiente. Desta forma, haveria uma remissdo prolongada da
doenca, ja que ha regeneracdo da populacdo de células T regulatorias, cuja atividade é
deficiente no DM1 (Buschard, 2011).

Tendo em vista que as alternativas expostas acima tém como pré-requisito o
diagnostico recente da doenca, o que nem sempre faz parte da realidade dos pacientes
diabéticos, devem ser exploradas terapias associadas que interrompam o processo de auto-
imunidade, mas que também originem novas CPl. A busca por fontes alternativas de
células produtoras de insulina tem sido alvo de muitos estudos, nos Gltimos anos
(Scharfmann, 2003; Borowiak & Melton, 2009). Entre as células comumente empregadas
na diferenciacdo em CPI, podemos citar as células-tronco embrionarias, células-tronco
mesenquimais isoladas a partir de diversos tecidos e 6rgdos, células-tronco pancreéticas e
hepaticas (Nir & Dor, 2005; Bonner-Weir & Weir, 2005; Borowiak & Melton, 2009;
Wagner et al., 2010).

Estudos vém destacando o grande potencial de diferenciacdo das células-tronco
pancreaticas em CPIl. Estas sdo isoladas a partir do ducto pancreatico e, quando
transplantadas em sua forma nativa in vivo, demonstraram ser capazes de originar células
gue expressam insulina, glucagon, somatostatina e PP (Hori, et al., 2008). Ja quando
expandidas in vitro, sobre uma camada de meio gelificado, formam estruturas
tridimensionais, capazes de produzir insulina e glucagon (Bonner-Weir, 2000). Além desta,
outras abordagens podem ser utilizadas para a diferenciacéo in vitro. Podemos citar como

exemplo a utilizacdo de moléculas/fatores sollveis e matrizes extracelulares, na tentativa
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de mimetizar in vitro o processo de desenvolvimento e diferenciagcdo pancreético, e a
manipulacdo genética das células, utilizando vetores que superexpressem fatores de
transcricao envolvidos no processo de diferenciagdo de células B pancreaticas (Courtney et
al., 2010).

Entretanto, para que a terapia com células-tronco seja vantajosa quando
comparada a administracdo de insulina, além de induzir a producdo deste horménio pelas
células, deve-se garantir que este seja corretamente processado, estocado e secretado, em
resposta a estimulos fisioldgicos (Efrat, 2004), sendo este o principal desafio deste campo
de pesquisa.

Inovagdes com relacdo as células utilizadas para a diferenciagdo em CPI vém
ganhando destaque (Borowiak & Melton, 2009), como no trabalho de Zhu e colaboradores
(2011), que fizeram uso de células-tronco pluripotentes induzidas de macaco rhesus para a
diferenciacdo em células produtoras de insulina, tendo encontrado resultados positivos
quanto a funcionalidade em resposta a glicose, tanto in vitro, quanto no transplante em

camundongos.

1.2.3. Efeito paracrino das células-tronco mesenquimais no DM

As caracteristicas apresentadas pelas MSC, como seu potencial de expansdo,
facilidade de coleta, plasticidade e atividade imunossupressora, as tornam visadas
candidatas para ensaios clinicos de terapia celular (Giordano, 2007). Conforme comentado
anteriormente, inumeros estudos pré-clinicos ja foram realizados com MSC, mas 0s
resultados sdo bastante heterogéneos (Meirelles & Nardi, 2009), possivelmente em
decorréncia da falta de padronizagdo nos modelos animais das doencas, bem como nas
condicBes de cultivo e na caracterizacdo das células aplicadas. Os estudos pre-clinicos
também variam muito com relacdo ao numero de células empregado, a via e ao periodo de
administracdo das MSC.

Além de abordagens explorando a capacidade de transdiferenciagdo das MSC em
células produtoras de insulina, muitos estudos destacam o grande potencial
imunomodulatorio destas células. Sabe-se que a destrui¢do de células B que caracteriza o
DM1 advém de uma progressiva infiltracdo de linfocitos T autorreativos e macréfagos nas

ilhotas pancreéticas, a chamada insulite. Uma das formas de inibir este processo de
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destruicdo é através da inducdo de células T regulatdrias, para que estas controlem as
células T autorreativas. Madec e colaboradores (2009) avaliaram o efeito de uma injecdo
de MSC oriundas de camundongos Balb/c por via intraperitoneal ou intravenosa, sobre o
processo de insulite em camundongos NOD (non-obese diabetic) jovens (4 semanas). Foi
observado que as MSC alogeneicas previnem a destrui¢do de células B, através da indugdo
de populacdes de células T regulatérias secretoras de IL-10, citocina cujo efeito é anti-
inflamatdrio. Seguindo a mesma linha, um estudo com transplante singeneico de MSC de
medula 6ssea em um modelo de diabetes por injecdo de streptozotocina em ratos encontrou
resultados semelhantes, demonstrando a importancia de moléculas bioativas secretadas
pelas MSC que sdo mobilizadas até os sitios de lesdo, neste caso representados pelas
ilhotas pancreéticas (Boumaza et al., 2009).

Visando compreender melhor o processo de migracdo até os tecidos lesados,
como citado no estudo acima, Sordi e colaboradores (2005) utilizaram ilhotas pancreéticas
como exemplo de tecido periférico e expuseram MSC de medula Gssea a meio
condicionado de ilhotas, in vitro. As MSC foram atraidas pelas quimiocinas secretadas
pelas ilhotas, presentes no meio, como CX3CL1 e CXCL12. A capacidade de migracao foi
confirmada in vivo, através da infusdo de MSC de medula 6ssea GFP+ em camundongos
letalmente irradiados. Foi constatada a presenca das células em torno e até compondo as
ilhotas pancreéaticas dos camundongos que receberam a infuséo. Este processo de homing é
facilitado pela presenca de receptores de quimiocinas nas MSC, como CX3CR1 (receptor
da CX3CL1) e CXCR4 (receptor da CXCL12), conforme comentado anteriormente.

Além da correcdo das manifestacdes fisiologicas do diabetes, como a
hiperglicemia e a glicosuria, efeitos secundarios como a prevencdo e melhora de
complicagdes clinicas como as nefropatias destacam-se, provavelmente em decorréncia da
modulacdo de processos inflamatorios ou da promogdo de neovascularizacdo, gerados
pelas MSC mobilizadas até os tecidos lesados, neste caso representados pelos glomérulos
renais (Ezquer et al., 2008).

1.2.4. Dificuldades do transplante de ilhotas pancreaticas e uma possivel
solucéo: o co-transplante com MSC

Em seu ambiente natural, o pancreas, as ilhotas recebem um rico suprimento

sanguineo. No entanto, o processo de isolamento para uso em procedimentos resulta na
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destruicdo de véarios componentes celulares e ndo-celulares, como o sistema vascular.
Ademais, o transplante de ilhotas pancreaticas expbe as células a uma variedade de
estimulos estressores, como a isquemia e citocinas pré-inflamatorias, que aumentam a
morte de células B, levando finalmente a falha do transplante.

Além disso, embora a rejeicdo e a recorréncia da autoimunidade possam, com 0
passar do tempo, causar a destruicdo das ilhotas implantadas, h& evidéncias de que a maior
parte das ilhotas € destruida no periodo imediatamente posterior ao implante, por
mecanismo decorrente da imunidade inata. Estima-se que de 50% a 70% das ilhotas
infundidas sdo perdidas por apoptose “induzida por estresse” ou pela instant blood-
mediated infammatory response (IBMIR) (Bennet et al., 2000; Cantarelli & Piemonti,
2011). Este processo foi estudado em detalhe por Bennet e colaboradores (2000), que
demonstraram que as ilhotas humanas produzem grande quantidade de fator tecidual que
causa adesdo e ativacdo das plaquetas, provocando a ativacdo das cascatas do
complemento e da coagulacdo, e atraindo granuldcitos e mondcitos que infiltram e
destroem as ilhotas. Esta reacdo também pode ser precipitada pela secrecdo de
qguimiocinas, como a proteina quimioatrativa de mondcitos 1 (MCP-1, monocyte
chemotactic protein-1).

Qualquer que seja o agente iniciador da reacdo, a lesdo das ilhotas,
inevitavelmente, provoca a liberacdo de antigenos insulares que podem reativar a resposta
imune especifica, resultando no aumento ou no reaparecimento de autoanticorpos como o
anti-GAD (Moberg et al., 2002; Moberg et al., 2005; Johansson et al., 2005; Yang et al.,
2005). Certamente, outros fatores como a atividade antiproliferativa dos
imunossupressores, a autoimunidade, a rejeicdo crénica e 0 ambiente hepatico, local mais
comum para a realizacdo dos transplantes atuais, podem ser também em parte responsaveis
pela perda da insulino-independéncia (Lee et al., 2006; Eliaschewitz et al., 2009).

Muitos clinicos acreditam que o uso prolongado de drogas imunossupressoras
para manutencdo de transplantes leva a complicagfes mais graves do que a terapia de
longo prazo com insulina. Além disso, e de certa forma ironicamente, os agentes
imunossupressores mais comumente usados estdo associados com resisténcia a insulina
e/ou redugdo no funcionamento de células B, podendo tornar-se fatores promotores de uma
recidiva do diabetes (Wang et al., 2011).
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Desta forma, tem-se buscado estratégias alternativas que burlem o sistema imune,
proporcionando protecdo as ilhotas heterdlogas, a partir do instante em que sdo
transplantadas, e prolonguem sua sobrevivéncia e seu funcionamento. Muitos autores
sugerem que o local/tecido/6rgdo onde as ilhotas sdo transplantadas pode favorecer o
transplante, devido a caracteristicas do ambiente, como a interagdo com células, citocinas,
matriz extracelular, vasos, etc. O ambiente 6timo para a realizagdo do transplante deve: 1)
prover um sistema venoso que seja capaz de drenar a insulina produzida pelas ilhotas,
garantindo a normalizacdo dos niveis de glicose sanguinea e evitando a hiperinsulinemia
sistémica; 2) prover um suporte rico em artérias, aumentando o aporte de oxigénio para as
ilhotas; 3) permitir um procedimento clinico de transplante minimamente invasivo; 4)
permitir facil acesso pos-transplante as ilhotas, tornando possivel o acompanhamento
morfologico e funcional do enxerto; 5) prover um microambiente adequado, que previna a
perda precoce de ilhotas, aumentando seu potencial de enxertia; e 6) proteger as ilhotas de
rejeicdo imunoldgica (Rajab, 2010).

Tendo em vista as caracteristicas apresentadas acima, inimeros locais ja foram
testados experimentalmente como alternativas para o transplante de ilhotas, incluindo
figado, capsula renal, baco, pancreas, peritdnio, omento, parede gastrointestinal, testiculos,
timo, medula éssea, camara anterior do olho, ventriculos cerebrais, e espacos subcutaneos
e intramusculares (Rajab, 2010; Cantarelli & Piemonti, 2011). Vale lembrar que muitos
destes locais foram somente testados em modelos animais com roedores, nunca tendo
passado para estudos com animais de médio e grande porte. Ademais, muitos dos locais
citados excluem qualquer possibilidade de aplicacdo em protocolos clinicos, tornando-se
irrelevantes clinicamente. (Rajab, 2010). Nos estudos clinicos existentes, a infusdo
intraportal segue sendo a via mais usualmente empregada para o transplante de ilhotas,
embora esteja longe do ideal, em decorréncia de fatores imunologicos, anatbmicos e
fisioldgicos (Christoffersson et al., 2010; Rajab, 2010; Cantarelli & Piemonti, 2011).

O encapsulamento das ilhotas com membranas artificiais e semipermeaveis
parece protegé-las de respostas imunes, limitando a necessidade de imunossupressao, além
de permitir a passagem de glicose e insulina (Orive et al., 2003). Desta forma, o
xenotransplante de ilhotas também tornar-se-ia viavel do ponto de vista imunoldgico (Borg

& Bonifacio, 2011). Além disso, ilhotas microencapsuladas podem ser transplantadas na
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cavidade peritoneal, e ndo mais no figado, o que é vantajoso, tendo em vista o melhor
aporte vascular da regido (de Souza et al., 2011).

Outra abordagem que vem ganhando forca é a associacdo de alguns tipos
celulares as ilhotas, como as células endoteliais ou os precursores endoteliais. Vale lembrar
que as ilhotas transplantadas tornam-se avasculares, no periodo imediatamente posterior ao
transplante, e precisam funcionar em um microambiente de hipoxia, o0 que contribui para a
morte celular por isquemia e eventos inflamatdrios (Rackham et al., 2011). Tendo isto em
mente, Johansson e colaboradores (2005) combinaram o potencial de revascularizacdo de
células endoteliais de aorta humana com sua habilidade em formar uma espécie de
cobertura protetora ao redor de ilhotas humanas, in vitro. Quando colocados em contado
com sangue humano, estes conjuntos geraram uma menor ativacdo da coagulacdo e do
sistema complemento, além de menor infiltracdo de células do sistema imune. Depois de
transplantados em camundongos nude atimicos, ilhotas e células endoteliais permaneceram
presentes e em associagdo, por sete semanas.

Os exemplos acima destacam a importancia de alternativas que diminuam a
resposta imune contra ilhotas transplantadas e aumentem sua vascularizacdo, com
consequente melhora e prolongamento na sua fungdo. Tendo em vista a atuagdo de células-
tronco mesenquimais em protocolos de terapia celular, através de seu efeito paréacrino, com
fatores imunomoduladores, angiogénicos, antiapoptoticos e que favorecem a proliferacéo
de células-tronco tecido-especificas, o uso destas células surge como nova alternativa, em
associacdo com ilhotas pancreaticas, para o tratamento do DM1. As MSC utilizadas nos
estudos de co-transplante s&o oriundas de diversos tecidos, sendo as mais comumente
usadas isoladas a partir de medula 6ssea (Figliuzzi et al., 2009; Ito et al., 2010; Li et al.,
2010; Longoni et al., 2010), pancreas (Sordi et al., 2010) e rim (Rackham et al., 2011).

Resultados animadores encontrados no transplante de ilhotas na medula 6ssea de
ratos diabéticos (Kover et al., 2011) podem indicar uma possivel interacdo positiva entre as
ilhotas e os constituintes celulares do microambiente medular, entre eles, as MSC. Além
disso, a facilidade de isolamento e o seu carater minimamente invasivo tornam as MSC
oriundas da medula 6ssea as células de maior potencial para uso na pratica clinica.

O co-transplante de MSC com um numero limitrofe de ilhotas, ou seja, uma
quantidade estabelecida de ilhotas que sozinha ndo tem capacidade de reverter o quadro de

diabetes, sob a capsula renal de ratos diabéticos, permitiu o retorno a normoglicemia e um
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aumento na densidade de capilares nas ilhotas transplantadas. Isto se deve a expressao de
VEGF por estas células (Figliuzzi et al., 2009; Ito et al., 2010), além de outros fatores
troficos como 1L-6, IL-8, fator de crescimento hematopoiético e fator de crescimento
derivado de plaquetas (Park et al., 2009; Golocheikine et al., 2010; Sordi et al., 2010).

Outra abordagem interessante apresentada em um estudo de Rackham e
colaboradores (2011) demonstra, através do co-transplante de ilhotas singeneicas com
MSC em camundongos diabéticos, que a melhora significativa encontrada na reversao da
hiperglicemia deve-se ao remodelamento apresentado na anatomia das ilhotas, quando na
presenca das MSC. Esta morfologia aproxima-se mais a encontrada no pancreas endégeno,
facilitando a distribuicdo de células endoteliais entre as ilhotas. Neste caso, tanto o0 melhor
aporte vascular, quanto a interacdo paracrina entre as células endoteliais e as ilhotas €
importante para manuten¢do da fungdo das células B (Rackham et al., 2011). Além disso, a
comunicagdo entre células B vizinhas ¢ de extrema importancia para a secregédo normal de
insulina, sendo esta também favorecida por esta organizacao anatdmica (Buschard, 2011).

Outros estudos, in vitro, mostraram que ilhotas co-cultivadas com MSC murinas,
bem como as cultivadas somente no meio condicionado de MSC, desenvolveram maiores
niveis de moléculas de sinalizagdo antiapoptoéticas, menor taxa ADP/ATP, melhor
viabilidade e, quando transplantadas em camundongos diabéticos, demonstraram maior
funcionalidade (Park et al., 2010). O co-cultivo também protege as ilhotas através do
aumento da expressdo de moléculas de resisténcia a hipoxia, sob condi¢bes de baixo teor
de oxigénio (Lu et al., 2010). Outro estudo in vitro, co-cultivando ilhotas e MSC de
humanos, encontrou resultados semelhantes, concluindo que a melhora da qualidade das
ilhotas deve-se a secrecdo de fatores pelas MSC, como IL-6, VEGF-A, HGF e TGF-
(Park et al., 2009).

Com relacdo ao seu potencial imunorregulatério, MSC co-transplantadas com
ilhotas previnem a rejeicdo do enxerto em um modelo de transplante de ilhotas com
incompatibilidade total de MHC, devido a atividade inibitoria das MSC sobre a
proliferacdo de linfécitos T autorreativos (Jacobson et al., 2008). Especula-se que o efeito
protetor observado in vivo deva ser mediado por metaloproteinases de matriz (MMP,
matrix metalloproteinases) secretadas pelas MSC, mais especificamente a MMP-2 e a
MMP-9. Estas moléculas reduzem a expressao de CD25 (IL-2R) na superficie de células T

e, consequentemente, a sua responsividade a interleucina-2, uma citocina leucocitotréfica e
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pro-inflamatoria. Além disso, a migracéo de células endoteliais do receptor até as ilhotas é
facilitada por estes fatores. Isto resulta em uma reducdo da resposta a antigenos
alogeneicos e prolonga a sobrevivéncia de transplantes totalmente incompativeis
imunologicamente, com manutencao da normoglicemia, a longo prazo (Ding et al., 2009).

Outros estudos confirmam que as MSC alteram o padréo de secrecdo de citocinas
de células dendriticas, linfocitos T naive e efetores e células NK, passando de um perfil
pré-inflamatorio (IFN-y, TNF-a, GM-CSF, IL-12) a um perfil anti-inflamatorio (IL-4, IL-
6, IL-10, TGF-B1, HGF, prostaglandina-E2), independentemente da via de administracao
(da Silva Meirelles et al., 2008; Solari et al., 2009; Li et al., 2010; Longoni et al., 2010).

Conforme citado anteriormente, Madec e colaboradores (2009) concluiram que a
administracdo de MSC reduz o processo de insulite, através da manutencdo da populacao
de células T regulatdrias secretoras de IL-10 (FoxP3+), em um modelo murino de diabetes
autoimune. Esta proposta foi estendida para um trabalho com modelo de diabetes induzido
por streptozotocina em primatas n&o-humanos, utilizando a co-infusdo de MSC
alogeneicas com ilhotas. Os resultados mostraram que a funcdo do alotransplante de ilhotas
foi estabilizada e prolongada em decorréncia do aumento, na circulacdo periférica, do
namero de células T regulatdrias, responsaveis pelo controle e reducdo do processo de
destrui¢do de células B (Berman et al., 2010, Kim et al., 2011).

A modificacdo genética de MSC é outra alternativa que vem sendo estudada
como estratégia para potencializar seus efeitos terapéuticos (da Silva Meirelles et al., 2008)
no co-transplante com ilhotas, mantendo suas caracteristicas originais (Wu et al., 2011,
Wu et al., 2011b).

Tendo em vista 0 exposto até aqui, conclui-se que o co-transplante de ilhotas
pancreaticas com células-tronco mesenquimais é uma alternativa bastante viavel e que
pode contribuir para a reducdo do nimero de ilhotas necessario para o estabelecimento da
independéncia de insulina em pacientes diabéticos. Em marco de 2008, teve inicio, no
Hospital Pablico Fuzhou na China, o primeiro protocolo clinico de co-transplante de
ilhotas pancreéaticas com MSC para o tratamento de pacientes com diabetes mellitus tipo 1.
O estudo deve durar até 2014 e utiliza a veia porta como via para infusdo do transplante
(Clinical Trials — NIH cod. NCT00646724).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho teve como objetivo geral investigar o efeito de células-tronco
mesenquimais sobre ilhotas pancreaticas, em sistema de co-transplante singeneico, em

modelo murino de diabetes mellitus.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar a funcionalidade do transplante de ilhotas pancreaticas em
camundongos diabéticos, através de parametros fisioldgicos como glicemia e peso;

2) Confirmar se o efeito de reversdo do diabetes deve-se ao transplante, através
de nefrectomia, nos animais normoglicémicos;

3) Analisar a funcionalidade das ilhotas transplantadas através da presenca de
insulina e glucagon, nas células B e a, respectivamente, presentes nas ilhotas;

4)  Avaliar o papel de células-tronco mesenquimais sobre o efeito terapéutico
de ilhotas pancreaticas, através de co-transplante;

5) Confirmar a presenca de células-tronco mesenquimais no grupo

experimental que recebeu o co-transplante.
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3. JUSTIFICATIVA

A escolha por um modelo de co-transplante singeneico de ilhotas pancreaticas
com células-tronco adiposo-derivadas justifica-se pela necessidade de um melhor
entendimento dos processos envolvidos na melhora da fungdo e na sobrevida do
transplante, excluindo-se a variavel da rejeicdo imunologica.

O local escolhido para a realizacdo do transplante, ao contrario de alguns estudos
que fazem uso da injecdo intraportal, foi sob a capsula renal. Primeiro, porque o rim
oferece um ambiente menos hostil e mais favoravel a sobrevivéncia das ilhotas e células
transplantadas. Segundo, porque a funcionalidade do transplante pode ser facilmente
comprovada através da nefrectomia do 6rgao no qual foi realizado o transplante. Terceiro,
porque, ao realizar o transplante, toma-se o cuidado de manter as ilhotas e células
transplantadas reunidas em um local pré-determinado, sob a cépsula renal. Desta forma, a
localizacdo da regido do transplante é bastante facilitada, permitindo a realizacdo das
analises histoldgicas.

A origem das células utilizadas neste estudo foi escolhida visando a futura
aplicacdo clinica no co-transplante com ilhotas pancreéticas. O tecido adiposo vem sendo
explorado como alternativa a medula 6ssea, na obtencdo de MSC, ja que as células podem
ser coletadas através de procedimentos menos invasivos e em quantidades superiores as
alcancadas com a medula 6ssea, por grama de tecido coletado (Ohmura et al., 2010).

Além da atencdo quanto a origem das células-tronco mesenquimais aplicadas, foi
dada preferéncia pela utilizacdo de células jovens, entre as passagens P3 e P4. Nesta fase,
ja existe uma populacdo celular homogénea e os efeitos deletérios causados por longos
periodos em cultivo ainda ndo estdo presentes. A escolha foi baseada em estudos clinicos,
como o trabalho de von Bahr e colaboradores (2011), que avaliou a eficacia do tratamento
da doenca do enxerto contra o hospedeiro com MSC de medula 0ssea em passagens
iniciais em comparacdo com passagens mais tardias, e verificou que as primeiras foram
mais funcionais. Além disso, como as células escolhidas expressam a proteina verde
fluorescente (GFP), quanto mais cedo forem utilizadas, maior a expressdo da proteina e a
facilidade de localizagcdo das ADSC co-transplantadas atraves de analise histoldgica. A
GFP presente nas células facilita a identificacdo das ADSC transplantadas, ja que MSC nao

possuem um marcador de superficie especifico para caracteriza-las.
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4. METODOLOGIA

4.1. ANIMAIS

Este estudo foi realizado, ap6s aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa, da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), sob normas de ética para pesquisa
em modelos animais, com cuidados especiais para a utilizacdo do menor nimero destes e
para manejo da dor e sofrimento. Todos os procedimentos realizados estavam de acordo
com o preconizado pela Lei Arouca (lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008) e pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL/COBEA).

A linhagem escolhida (C57BI/6) como modelo bioldgico foi criada e mantida sob
condicdes de biotério convencional. O padrdo genético isogénico desta linhagem é
preservado através do método de acasalamento Brother & Sister, que lhe confere
homogeneidade genética. Os animais foram criados no Centro Multidisciplinar para
Investigacdo Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério (CEMIB) da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Durante o experimento, foram alojados
no biotério do Departamento de Genética da UFRGS, com fotoperiodo de 12h/12h
claro/escuro e temperatura controlada (22°C). Foram mantidos em gaiolas devidamente
identificadas, em cama de maravalha de pinus autoclavada, e alimentados com ragao
balanceada padréo para roedores (Nuvilab CR-1® - Nuvital) e 4gua ad libitum.

Os animais utilizados para isolamento das células-tronco mesenquimais utilizadas
no estudo tém o mesmo background genético da linhagem citada acima, acrescido do
transgene da proteina verde fluorescente. A linhagem, gentilmente cedida pelo pesquisador
japonés Masaru Okabe (Okabe et al., 1997), foi criada e mantida no biotério do
Departamento de Genética, sob as mesmas condic¢des detalhadas acima.

Os protocolos de anestesia e analgesia utilizados nos procedimentos cirurgicos
foram:

- Anestesia: Dose Unica de 0,1 mL, para cada 10 g de peso corporal, por via
intraperitoneal (IP), de solucdo de cloridrato de xilazina 2 % (Anasedan®, Vetbrands
Brasil Ltda.) e cloridrato de ketamina 10 % (Dopalen®, Vetbrands Brasil Ltda.), diluidos a

2 mg/ml e 10 mg/mL, respectivamente, em solucéo salina (0,9 %).
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- Analgesia: Apds a cirurgia, foi utilizado tartarato de butorfanol (Torbugesic®,
Fort Dodge, USA), na concentracdo de 5 mg/kg de peso corporal, por via subcutanea (SC),

a cada 6 horas, por 24 horas.

4.2. ISOLAMENTO, EXPANSAO E CARACTERIZACAO DE CELULAS-
TRONCO MESENQUIMAIS MURINAS ADIPOSO DERIVADAS

Foi estabelecida a linhagem de células-tronco adiposo-derivadas (ADSC) isolada
a partir de camundongos C57BI/6 eGFP, com 8 a 12 semanas de idade, conforme Meirelles
& Nardi (2009).

4.2.1. Estabelecimento do cultivo de ADSC

Os camundongos foram submetidos a eutanasia por deslocamento cervical e
levados ao fluxo laminar, embebidos em alcool 70%. O processo cirdrgico envolveu um
corte na regido ventral do animal, possibilitando a dissec¢do da pele e acesso as por¢des de
tecido adiposo localizadas nos flancos, entre o peritdnio e a pele. Foi retirada uma fracédo
de aproximadamente 0,5 cm® de gordura. O fragmento foi lavado em solucdo de Hanks
livre de Ca?* e Mg?* (HBSS, Sigma-Aldrich), acrescida de 0,35 g/L de bicarbonato de
sodio, e ligeiramente picotado. Os fragmentos foram digeridos em solucdo de meio de
cultura sem soro e com colagenase tipo | (1,5 mg/mL, Gibco), em banho-maria, a 37°C,
por 30-45 minutos.

Apbs o periodo de digestdo, os fragmentos restantes foram dissociados
mecanicamente e homogeneizados com auxilio de uma pipeta Pasteur de vidro.
Acrescentou-se 10 mL de meio completo (MC), que consiste de Dulbecco’s Modified
Eagle Medium/low glucose (DMEM, Sigma-Aldrich), acrescido de 3,7 g/L de bicarbonato
de sodio (Sigma-Aldrich), 2,5 g/L de HEPES (Sigma-Aldrich), 10 % de soro fetal bovino
(SFB, Cultilab) e 50.000 Ul de penicilina e 50 mg de streptomicina/L (Sigma-Aldrich).
Depois de centrifugar por 7 minutos, a 1200 rpm, retirou-se o sobrenadante, e o material
obtido foi ressuspenso em 3 mL de MC e transferido para uma placa de 6 pogos (TPP).
Esta foi incubada em estufa umidificada, a 37°C e atmosfera com 5 % de CO2, por 24

horas, quando entdo as células ndo-aderentes foram removidas pela troca de meio.
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A taxa de repique foi determinada empiricamente pela cinética da cultura,
garantindo 2 repiques semanais. Na primeira subcultura (passagem P1), quando atingida a
confluéncia minima de 80 %, as células foram lavadas com HBSS, tratadas com solucgéo de
0,05 % de tripsina/EDTA (Sigma-Aldrich) em HBSS e transferidas para frascos de cultura
de 25 cm? (TPP), com o triplo da area original (1:3), sendo repicadas quando necessario e
transferidas para frascos de cultura de 75 cm? (TPP), com taxas de repique superiores (1:3,
1:4, etc.).

4.2.2. Caracterizacdo das ADSC

Conforme citado na introducéo, ha trés critérios que devem ser obedecidos para
que uma populacdo celular seja classificada como MSC. O primeiro diz respeito a
proliferacdo como células aderentes sobre superficies plésticas. O segundo, ao
imunofenotipo, com células positivas para CD105, CD73 e CD90, e negativas para CD14
ou CD11b, CD34, CD45, CD79 alfa ou CD19 e HLA-DR. E o terceiro critério refere-se a
capacidade de diferenciacao in vitro em osteoblastos, adipdcitos e condroblastos (Dominici
et al., 2006).

4.2.2.1. Anélise morfoldgica qualitativa das ADSC

As células foram rotineiramente observadas em microscopia de fase com
microscopio invertido (Axiovert 25, Zeiss) e eventualmente fotografadas utilizando camera
digital (AxioCam MRc, Zeiss) e o software AxioVision 3.1 (Zeiss). A fluorescéncia do
GFP nas ADSC foi acompanhada através da sua exposi¢do a lampada de mercurio HBO

50, utilizada no mesmo microscépio.
4.2.2.2. Anélise imunofenotipica das ADSC por citometria de fluxo
A imunofenotipagem foi realizada com anticorpos anti-CD11b, CD31, CD44,

CD45, CD90.2 e Sca-1 murinos, conjugados com ficoeritrina (PE) (BD Pharmingen). Apos

a tripsinizacédo, as celulas foram lavadas com PBS, incubadas com os anticorpos por 30
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minutos, a 4°C, e lavadas novamente com PBS, para remover o excesso de anticorpos néo
ligados.

Foram coletados dados de pelo menos 10.000 eventos, utilizando um citémetro de
fluxo (FACSCalibur, Becton Dickinson), equipado com argon laser de 488 nm e o
programa CELLQuest (Becton Dickinson). Os graficos foram gerados no programa
WinMDlI, versdo 2.8.

4.2.2.3. Ensaio de diferenciacdo adipogénica e osteogénica das ADSC in
vitro

Para induzir a diferenciagdo adipogénica, culturas confluentes de ADSC foram
cultivadas com MC, suplementado com 10-7 M de dexametasona, 2,5 pg/mL de insulina
de péancreas bovino, 100 uM de indometacina e 5 uM de rosiglitazona. Para inducdo da
diferenciacdo osteogénica, as células foram mantidas em MC acrescido de 10-6 M de
dexametasona, 5 pg/ml de acido ascérbico e 10 mM de B-glicerofosfato. As culturas foram
mantidas nos meios de inducdo por 30 dias, com trocas de meio a cada 3 ou 4 dias.
Culturas ndo diferenciadas foram mantidas como controles, pelo mesmo periodo de tempo,
no MC descrito para a manutencdo das ADSC. Ao final do periodo de inducéo, o fendtipo
de adipdcitos foi avaliado através da coloracdo com Oil Red O, evidenciando os vacuolos
de gordura. A atividade osteobléastica foi avaliada através da coloragdo com Alizarin Red S,
que colore a matriz extracelular rica em célcio. Todos 0s reagentes e corantes usados sdo

da marca Sigma-Aldrich.

4.3. DO DIABETES AO TRANSPLANTE

4.3.1. Inducéo do diabetes

Camundongos da linhagem C57BI/6 machos (Cemib — Unicamp), com idade
entre 8 e 12 semanas, foram usados como doadores e receptores dos transplantes. Para
inducdo do diabetes nos animais receptores, foi realizada uma Unica injecdo de
streptozotocina (STZ, Sigma-Aldrich), na concentragdo de 180 mg por quilograma de peso
corporal, por via intraperitoneal. A solucdo de STZ foi dissolvida em tampéo citrato (pH

4,5) fresco, no momento da injecao.
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Os camundongos com concentracdo de glicose sanguinea acima de 360 mg/dl
foram selecionados como receptores do transplante. Os niveis glicémicos foram
determinados, durante todas as etapas do experimento, através do medidor de glicemia
Accu-Chek Performa e suas respectivas fitas (Roche). Para cada medicdo, uma quantidade
minima de sangue era retirada, a partir de uma perfuracdo com agulha 26G (Nipro), na

extremidade da cauda do animal.

4.3.2. lIsolamento de llhotas

As ilhotas pancreéticas foram isoladas a partir de animais normoglicémicos, por
digestdo com solucdo de colagenase (1 mg/ml, tipo XI, Sigma-Aldrich) em meio RPMI-
1640 (Sigma-Aldrich), acrescido de 2 g/L de bicarbonato de soédio, sem soro. A solucédo era
injetada através do ducto biliar (figura 1B), atingindo o pancreas do animal. Para tanto,
antes da injecédo, era realizado o clampeamento da inser¢do do ducto biliar comum no
duodeno (figura 1A). Apbs a distensdo do 6érgdo pela solugdo injetada (figura 1C), o
mesmo era retirado do animal (figura 1D), colocado em tubo Falcon de 50 mL, com a
mesma solucdo injetada, e mantido em gelo. A digestdo do tecido pancreético dava-se pela
incubacdo em banho-maria, a 37°C, por 10 minutos. Em seguida, 0 processo era
interrompido por adi¢cdo de meio RPMI-1640 com 10% de SFB e 50.000 Ul de penicilina e
50 mg de streptomicina/L, gelado e uma agitacdo vigorosa, para facilitar a dissociacdo do
tecido. Apds a lavagem e a filtragem do volume presente no tubo, para reter a parcela de
tecido ndo digerido, as ilhotas eram separadas usando um gradiente de densidade
(Histopaque-1077, Sigma-Aldrich) (figura 2A). A nuvem dispersa de ilhotas formada era
coletada e transferida para outro tubo falcon, onde seguia-se a lavagem, com RPMI
completo. Por fim, as ilhotas presentes em cada tubo eram dispostas em placas de Petry
(figura 3A), para contagem e separacdo manual, com auxilio de uma micropipeta P-200.
Tubos eppendorf, contendo 150 ilhotas cada, eram reservados at¢é o momento do

transplante.
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Figura 1. Fotografias ilustrando a parte inicial do processo de isolamento de ilhotas. A) Clampeamento da
insercdo do ducto biliar comum no duodeno; B) Injecdo de solugdo de colagenase tipo Xl através do ducto
biliar; C) Pancreas distendido; D) Remocéo do pancreas (ainda conectado ao bago).

4.3.3. Transplante

Os animais diabéticos foram escolhidos aleatoriamente para o transplante de 150
ilhotas, ou 150 ilhotas acrescidas de 2,5 x 10° ADSC GFP+. As células utilizadas estavam
entre as passagens P3 e P4. O numero de ilhotas transplantadas foi escolhido, conforme a
literatura, para atuar como uma quantidade limitrofe de tecido endécrino, capaz de curar
apenas uma parcela de animais diabéticos, quando transplantado. Apos anestesia, era
realizada a tricotomia da regido a ser manipulada, e uma incisdo lombar era feita,
permitindo a exposicdo do rim esquerdo do animal. Uma pequena incisdo na capsula renal
era feita com a ajuda de uma agulha 26G (Nipro). Conforme o grupo experimental, ilhotas
sozinhas (n=12) ou ilhotas + ADSC (n=10) eram centrifugadas dentro de tubos de
polietileno (PE50, Becton Dickinson), até formarem um pellet, que era injetado sob a
capsula renal, com ajuda de uma seringa Hamilton (Fisher) (figuras 2B, 2C e 2D). Uma
caneta cauterizadora Cautermax (Fabinject) era utilizada para fechar a incisdo da capsula
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renal. Em seguida, o rim era colocado em sua posicdo original, e o peritdnio e a pele
sobrejacente eram suturados. Uma dose subcuténea de analgésico era administrada, e o

animal ficava sobre uma cama aquecida, até recobrar os sentidos.

Figura 2. Fotografias ilustrando a parte final do isolamento e o procedimento de transplante das ilhotas. A)
Separacdo das ilhotas por gradiente de densidade (Histopaque 1077); B) Aparato usado para a injecdo do
pellet do transplante, neste caso, somente ilhotas, sob a capsula renal do animal; C) Colocacéo do tubo PE50
sob a capsula renal; D) Resultado, ap6s a injecdo das ilhotas (transplante indicado pela seta, no detalhe).

4.3.4. Avaliacédo da funcdo do transplante

O peso e a concentracdo de glicose sanguinea foram monitorados nos animais que
receberam o transplante, a cada dois dias, na primeira semana apds o procedimento, e
semanalmente, até o final do experimento, no 45° dia. Foram considerados curados 0s
animais que tiveram glicemia abaixo de 200 mg/dl, em pelo menos duas medicdes
consecutivas, sem reverter para um quadro de hiperglicemia em nenhum momento
posterior. Apds os 45 dias de acompanhamento, todos os animais curados foram
submetidos a nefrectomia do 6érgdo esquerdo, no qual fora realizado o transplante. Apds
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anestesia e tricotomia, era feita uma incisdo ao lado da originalmente feita para o
transplante. O rim esquerdo era exposto e rebatido dorsalmente, de forma que permitisse o
acesso a arteria renal, que, com auxilio de um fio de sutura de nylon 6-0 (Bioline) era
amarrada e obstruida. Por fim, o vaso era cauterizado no sentido proximal ao rim, em
relagdo ao nd, e o orgdo era dissecado e removido do animal. O peritbnio e a pele
sobrejacente eram suturados, uma dose subcutanea de analgésico era administrada, e o
animal ficava sobre uma cama aquecida, até recobrar os sentidos. Dois dias apds a
nefrectomia, a concentracdo de glicose sanguinea era medida, e o animal sacrificado. Os
animais ndo curados também foram sacrificados neste dia, e 0s seus rins transplantados,

removidos. Os 6rgados foram fixados em formalina tamponada 10 %.

Figura 3. Fotomicrografias das ilhotas pancreéticas isoladas. A) Em meio de cultivo, no microscopio de
contraste de fase (aumento de 100x); e, em imunofluorescéncia de cortes histolégicos (aumento de 400x),
evidenciando a distribuicdo celular tipica de ilhotas murinas: B) células B produtoras de insulina no centro e
C) células a produtoras de glucagon na periferia.

4.3.5. Imuno-histoquimica

Apols a fixacdo, alguns rins foram preparados para cortes em criostato, para
confirmar a presenca das ADSC, nos grupos em que se realizou o co-transplante, através
da fluorescéncia da GFP, quando exposta a microscopia de fluorescéncia.

Os demais rins foram desidratados em um gradiente de concentracdo de alcool e

xilol e, por fim, incluidos em parafina (EasyPath). Foram realizados cortes em microtomo
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Leica RM 2125, com 5 um de espessura. Os cortes foram corados com Hematoxilina-
Eosina (HE, Pro-Cito), para andlise da regido do transplante. Foram realizadas imuno-
histoquimicas com o0s seguintes anticorpos primarios: anti-Insulina (1:200, Dako) e anti-
Glucagon (1:200, Santa Cruz). Os respectivos anticorpos secundarios usados foram: anti-
guinea pig com Alexa 488 (BD Pharmingen) e anti-mouse com FITC (Santa Cruz). Os
cortes foram incubados com os anticorpos primarios nas diluicGes especificadas acima,
OIN, a 4°C. Os anticorpos secundarios foram usados na concentracdo de 1:50, por 1 hora, a
TA. Apés as lavagens, as laminas foram finalizadas com o meio de montagem Vectashield
(Vector Laboratories) e laminula, e analisadas em microscopio de fluorescéncia.
A mesma metodologia foi utilizada para a padronizacdo da técnica, em cortes de

ilhotas isoladas previamente para testes (figuras 3B e 3C).

4.3.6. Andlise estatistica

Os dados apresentados foram transformados em gréaficos e analisados
estatisticamente no programa GraphPad Prism versao 5.01 (GraphPad Software, Inc.). Para
comparacdo das curvas de glicemia e peso dos dois grupos experimentais, foi realizado o
teste ANOVA bifatorial com correcdo de Bonferroni. Para as curvas de reversdo, ou seja,
para avaliar o percentual de animais que se mantinham diabéticos, ao longo dos 45 dias
pos-transplante, nos dois grupos experimentais, foi utilizado o Teste Log-rank/Mantel-Cox.
Para confirmar que a nefrectomia do rim que recebeu o transplante foi a causa do
restabelecimento do quadro de hiperglicemia, dois dias apds o procedimento, em todos 0s
animais nefrectomizados, foi realizado um Teste t de Student. E, finalmente, para
comprovar que a redugdo da glicemia do grupo que recebeu ilhotas + ADSC, em
comparagdo com o grupo que recebeu somente ilhotas, ndo deve-se ao acaso, foi realizado

um Teste t de Student unicaudal.
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S. RESULTADOS

5.1. CARACTERIZACAO DAS ADSC

As células-tronco adiposo-derivadas foram isoladas através de seu potencial de
aderéncia ao plastico, obedecendo, desta forma, ao primeiro critério para a classificacdo
das MSC. Elas apresentaram caracteristicas morfologicas de MSC e fluorescéncia da GFP

(figura 4), quando expostas ao microscopio de fluorescéncia.

Figura 4. Fotomicrografia das células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo em passagem P3,
em A) microscopia de contraste de fase e B) microscopia de fluorescéncia. Aumento de 100x.

5.1.1. Anélise imunofenotipica por citometria de fluxo

A identidade das ADSC foi confirmada através de imunofenotipagem por citometria de
fluxo. Os resultados da analise dos marcadores de superficie, plotados em forma de
histograma, confirmam que estas células sdo negativas para CD11lb, CD31 e CD45,
marcadores de macrofagos, células endoteliais e células hematopoiéticas, respectivamente,
e positivas para Sca-1, CD44 e CD90.2, caracteristicos de MSC (figura 5).
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Figura 5. Caracterizacdo dos marcadores de superficie celular das células-tronco mesenquimais derivadas de
tecido adiposo, analisadas por citometria de fluxo. Os trés graficos na linha superior representam o0s
marcadores ndo expressos, CD11b, CD31 e CD45, e os trés gréaficos da linha inferior representam os

marcadores expressos, Sca-1, CD44 e CD90.2.

5.1.2. Ensaio de diferenciacdo adipogénica e osteogénica in vitro

Os resultados mostram que as culturas foram capazes de originar adipocitos e osteoblastos,
quando submetidas aos meios de inducdo adequados. Os depoésitos lipidicos estdo
evidenciados pelo corante Oil Red O (figura 6B), bem como a matriz extracelular rica em

calcio, pelo corante Alizarin Red S (figura 6D).
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Figura 6. Células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo submetidas aos protocolos de
diferenciacdo adipogénica (B) e osteogénica (D), e seus respectivos controles (A e C), apds a revelagdo com
Oil Red O (A e B), em aumento de 100x, e Alizarin Red S (C e D), em aumento de 50x.

5.2.  INDUCAO DO MODELO DE DIABETES

Conforme evidenciado pela curva das médias de glicemia dos animais diabéticos
transplantados (figura 7), as medi¢des dos niveis de glicose sanguinea nos dias “-1” e “0”,
2 e 3 dias ap6s a inducdo do diabetes por injecdo IP de 180 mg/kg de STZ,
respectivamente, comprovaram a eficacia no estabelecimento do modelo de diabetes. No
dia do transplante (dia 0), a média de glicemia encontrada nos 22 animais foi de 512,1 +
12,1 mg/dL, em comparagdo com a glicemia de 145,1 + 4,2 mg/dL dos mesmos animais,

antes da indugéo.
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5.3. ANALISE DA FUNCAO DO TRANSPLANTE

O co-transplante das ilhotas com células-tronco mesenquimais derivadas de tecido
adiposo ndo trouxe vantagens na funcdo do transplante. A média da concentracao
sanguinea de glicose dos camundongos transplantados com ilhotas + ADSC foi semelhante
a dos animais transplantados apenas com ilhotas, durante todo o periodo analisado apds o
transplante (figura 7) (ANOVA bifatorial com correcdo de Bonferroni). Desta forma, ndo
foi encontrada diferenca estatisticamente significativa quando o numero de animais
curados em ambos os grupos foi comparado, em cada semana analisada. Apos 45 dias,
40% dos animais transplantados com ilhotas + ADSC (n = 10) permaneciam
hiperglicémicos, o que, quando comparado com os 33,3% do grupo transplantado apenas

com ilhotas (n = 12), ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa (Teste Log-
rank/Mantel-Cox) (figura 8).
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Figura 7. Grafico da concentracdo de glicose sanguinea de camundongos transplantados com 150 ilhotas
sozinhas (linha preta) ou co-transplantados com 150 ilhotas + 2,5 x 10° células-tronco mesenquimais

derivadas de tecido adiposo (linha verde), ao longo de 45 dias. (ANOVA bifatorial com correcdo de
Bonferroni).

Nos animais considerados curados, o tempo médio encontrado para reversao pra
normoglicemia foi de 25 + 4,9 dias no grupo transplantado com ilhotas + ADSC, e de
22,75 £ 2,2 dias no grupo que recebeu ilhotas sozinhas. A mediana do tempo para a cura
do diabetes foi de 28 e 24,5 dias (ilhotas + ADSC versus ilhotas sozinhas).
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Figura 8. Gréfico do percentual de animais que permaneceram diabéticos (concentracdo de glicose sanguinea
acima de 200 mg/dL), ap6s o transplante de 150 ilhotas sozinhas (traco pontilhado) ou 150 ilhotas + 2,5 x 10°
células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo (trago continuo) (Teste Log-rank/Mantel-Cox).

Quando somente os animais curados foram analisados, ao observar a curva de
reversdo de ambos 0s grupos, percebemos uma antecipacdo do fenébmeno de reducdo da
glicemia no grupo que recebeu ilhotas + ADSC, no sétimo dia ap6s o transplante (figura
9). A diminuicdo da glicemia no grupo gue recebeu o co-transplante de ilhotas com ADSC,
em comparagdo com o grupo que recebeu somente ilhotas, no dia 07, foi estatisticamente
significativa (357,0 = 45,20 mg/dL para ilhotas + ADSC versus 464,1 + 35,07 mg/dL para
ilhotas; p < 0,05; Teste t de Student unicaudal).
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Figura 9. Gréafico da concentracdo de glicose sanguinea de camundongos curados transplantados com 150
ilhotas sozinhas (linha preta) ou co-transplantados com 150 ilhotas + 2,5 x 10° células-tronco mesenquimais
derivadas de tecido adiposo (linha verde), ao longo de 45 dias (ANOVA bifatorial com correcdo de
Bonferroni).
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Com relacdo ao peso, ndo houve diferencas significativas entre 0s grupos
experimentais, em nenhum dos pontos analisados (ANOVA bifatorial com corregéo de
Bonferroni) (figura 10). Quando somente os animais curados foram analisados, percebeu-
se um ganho de peso durante o periodo de monitoramento, evidenciado pela média, no dia
0, de 239 + 0,8 e 24,6 £ 0,9 gramas, para ilhotas + ADSC e ilhotas sozinhas,
respectivamente, e de 25,7 + 0,9 e 26,3 £ 0,7 gramas, para 0S mesmos grupos, no dia 45.
Este processo de engorda é usual em animais saudaveis, em decorréncia do seu

envelhecimento.
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Figura 10. Gréfico do peso de camundongos transplantados com 150 ilhotas sozinhas (linha preta) ou co-
transplantados com 150 ilhotas + 2,5 x 10° células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo (linha
magenta), ao longo de 45 dias (ANOVA bifatorial com corre¢do de Bonferroni).

Ap0s os 45 dias de monitoramento, todos os animais que alcancaram a reversao do
diabetes em ambos os grupos (animais curados) foram submetidos a nefrectomia (NT) do
orgdo esquerdo, onde fora realizado o transplante. Os valores de glicemia confirmam a
funcionalidade das ilhotas transplantadas, ja que, dois dias ap0s a retirada do rim, os
animais nefrectomizados alcancaram uma média glicémica de 515,6 £ 20,8 mg/dL, em
comparagdo com a media pré-nefrectomia de 172,1 + 5,6 mg/dL (p < 0,01; Teste t de
Student) (figura 11).
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Figura 11. Gréfico da diferenca na concentracdo de glicose sanguinea dos animais curados (n=14), antes
(172,1 £ 5,6 mg/dL) e dois dias depois (515,6 + 20,8 mg/dL) da nefrectomia (NT) do érgdo onde fora
realizado o transplante (p < 0,01; Teste t de Student).

E importante ressaltar que ndo foram observados caracteristicas comportamentais
ou sinais de desconforto fisico nos animais experimentais, durante todo o periodo do
estudo.

Nos rins preparados para histologia com parafina, cujos cortes foram realizados em
micrétomo, foram feitas coloracdes com Hematoxilina-Eosina para avaliar a area de
transplante. A morfologia encontrada, através da coloracdo com HE, torna bastante visivel
a presenca das ADSC entre as ilhotas, no grupo que recebeu o co-transplante, em
comparagdo com o grupo que recebeu somente ilhotas (figuras 12A e 12B). Ja a imuno-
histoquimica dos rins confirmou a expressdo de insulina e glucagon pelas células das
ilhotas transplantadas e a manutencdo da distribuicdo celular tipica de ilhotas murinas:
células B produtoras de insulina no centro (figuras 12C e 12D) e células a produtoras de
glucagon na periferia (figura 12E e 12F).

Conforme descrito na metodologia, alguns 6rgaos foram preparados para cortes em
criostato, para confirmar a presenca das ADSC, nos grupos em que se realizou o co-
transplante. Desta forma, quando expostos ao microscopio de fluorescéncia, os cortes
evidenciaram a presenca das células-tronco adiposo-derivadas através da expressdo da

proteina verde fluorescente (GFP) (figura 13B).
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Ilhotas+ADSC Ilhotas

Figura 12. Fotomicrografias dos cortes de rins transplantados com ilhotas + 2,5 x 10° células-tronco
mesenquimais derivadas de tecido adiposo GFP* (coluna da esquerda) e somente ilhotas (coluna da direita),
45 dias ap6s o transplante. A e B) Coloragdo com HE; C e D) Imunofluorescéncia da insulina nas células 8
das ilhotas; E e F) Imunofluorescéncia do glucagon nas células a das ilhotas. Aumento de 50x.
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Figura 13. Fotomicrografias dos cortes de rins co-transplantados com ilhotas + 2,5 x 10° células-tronco
mesenquimais derivadas de tecido adiposo GFP*, 45 dias apds o transplante. A) Colora¢do com HE; B) Corte
em criostato evidenciando as células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo GFP* (setas), entre as
ilhotas (representadas pelas elipses pontilhadas). Aumento de 100x.
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6. DISCUSSAO

Ao fazer a revisdo bibliografica em busca de estudos semelhantes ao apresentado
neste trabalho, pouquissimas publicacfes sdo encontradas, ja que sdo muitas as variaveis
envolvidas. Figliuzzi e colaboradores (2009) avaliaram o efeito do co-transplante
singeneico de uma quantidade limitrofe de ilhotas pancreéticas com MSC isoladas a partir
de medula 06ssea, sob a capsula renal de ratos Lewis, em modelo de diabetes induzido por
STZ. Foi observada uma progressiva queda na glicemia dos animais co-transplantados, o
que ndo ocorreu com 0s animais transplantados apenas com ilhotas. Os autores atribuem a
melhora ao aumento da vascularizacdo do enxerto, ja que analises histoldgicas
identificaram um aumento médio de 38% na quantidade de capilares no grupo co-
transplantado com MSC.

Ja no estudo de Rackham e colaboradores (2011), foi avaliado o efeito do co-
transplante singeneico de uma quantidade limitrofe de ilhotas pancreéaticas com MSC
isoladas a partir de rim, sob a capsula renal de camundongos C57BI/6, em modelo de
diabetes induzido por STZ. Um més ap6s o transplante, apenas 8% dos animais co-
transplantados ndo haviam revertido para a normoglicemia, em comparagdo com 58% dos
animais que receberam somente ilhotas. Os autores atribuem a melhora significativa na
sobrevivéncia e na funcdo do transplante a secrecdo de fatores angiogénicos pelas MSC,
favorecendo o aumento da vascularizacdo, hipétese comprovada através de analise
histologica. A maior frequéncia de células endoteliais ndo s6 favorece um melhor fluxo
sanguineo, importante para prover nutrientes para as células das ilhotas transplantadas,
sinalizar a necessidade de insulina através da glicose circulante e carregar a insulina
produzida para a circulacdo periférica, mas também proporciona interagdes parécrinas
entre as células endoteliais e as células  pancreaticas, importantes para a manutengdo da
sua funcionalidade.

Novamente considerando o percentual de animais co-transplantados que se
mantinham diabéticos, aos 30 dias do estudo, mas agora comparando os resultados
descritos acima com o experimento desenvolvido neste trabalho de mestrado, encontramos
uma diferenca bastante significativa: 8% versus 60%, respectivamente, de animais com
glicemia superior a 200 mg/dL, ou seja, diabéticos. O percentual de animais ndo-revertidos

encontrado em nosso estudo, para 0s animais co-transplantados (60%), foi muito
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semelhante ao percentual encontrado no estudo de Rackham e colaboradores, para os
animais que receberam somente ilhotas (58%). Desta forma, pode-se supor que as ADSC
utilizadas em nosso estudo ndo foram eficientes em promover um aumento no percentual
de animais curados. Isto comprova-se também pela comparacdo entre 0S grupos
experimentais (ilhotas versus ilhotas + ADSC) desta dissertagéo, ao final dos 45 dias de
experimento. N&o houve diferencga estatisticamente significativa entre os 33% de animais
ndo-revertidos do grupo que recebeu somente ilhotas e os 40% de animais ndo-revertidos
do grupo que recebeu ilhotas co-transplantadas com ADSC.

Tendo em vista que todas as variaveis envolvidas neste trabalho foram
extremamente controladas e que a metodologia aplicada foi igual a utilizada por Rackham
e colaboradores, as diferentes fontes a partir das quais as células-tronco mesenquimais
utilizadas nos dois estudos foram isoladas destacam-se como alternativa para justificar
tamanha diferenca entre os resultados. Embora ambos os grupos de pesquisa tenham
confirmado a identidade de MSC das células utilizadas através dos critérios basicos para
caracteriza-las — aderéncia ao plastico, imunofenotipagem e diferenciacdo adipo e
osteogénica —, nao descarta-se a possibilidade de que estas células tenham caracteristicas
individuais, determinadas pelo tecido/6rgao de origem.

Poucos sdo os estudos que comparam o padrdo de expressdo de moléculas
relacionadas ao fenotipo tronco (“stemness”) em MSC derivadas de diferentes tecidos e
orgdos. O perfil de expressdo dessas moléculas pode ser preditivo do potencial terapéutico
das MSC de diferentes origens. Como exemplo, surge a molécula de adesdo caracterizada
pelo marcador de superficie CD44, que sabe-se ser expresso em inimeras isoformas, cujas
frequéncias variam entre MSC de diferentes origens. A expressao diferencial determinaria
um maior ou menor potencial para o processo de homing das MSC, ja que esta molécula
esta diretamente relacionada a migracao e adesdo celular e interacdo célula-célula (Peroni
et al., 2007).

A maioria dos estudos realizados compara MSC de maior potencial em uso clinico,
ou seja, as derivadas de medula 6ssea, tecido adiposo e tecidos neonatais, como a placenta
e sangue de corddo umbilical. Nestes casos, alguns autores sugerem que as diferengas,
quando encontradas, sdo irrelevantes, ou seja, as células destas origens tém seu perfil de
expressao de moléculas envolvidas no desenvolvimento tecidual, homeostase e reparo

tecidual bastante semelhante (Peroni et al., 2007; Hass et al., 2011; Ranera et al., 2011).
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Em outros casos, como no estudo de Peng e colaboradores (2008), foram
encontradas diferencas significativas nos niveis de expressdo de fatores angiogénicos, entre
MSC derivadas de tecido adiposo, medula Ossea e cartilagem. Sendo assim, as MSC
apresentam expressao diferencial de varias citocinas angiogénicas, como VEGF (vascular
endothelial growth factor), IGF (insulin-like growth factor), PDGF (platelet-derived
growth factor), HGF (hepatocyte growth factor), bFGF (basic fibroblast growth factor),
TGF-B1 (transforming growth factor-51), Ang-1 (angiopoietin-1) e SCF (stem cell factor).
O autor também relata que, conforme aumenta o numero de passagens, decrescem 0S
niveis de expressdo destas citocinas. Os diferentes niveis de expressdo de fatores
angiogénicos em MSC oriundas de tecidos variados podem interferir no potencial
vasculogénico de destas células.

Raicevic e colaboradores (2011) mimetizaram um ambiente inflamatorio
constituido por meio suplementado com IL-1B, TNF-a, IFN-o e IFN-y e expuseram MSC
derivadas de medula 6ssea, tecido adiposo e corddo umbilical a esta condi¢do. Foi
identificada uma mudancga quantitativa no padrdo de expressdo de TLR nas MSC de
diferentes origens. A expressdo de TLR2 e TLR3 foi aumentada nos trés tipos celulares,
enquanto que o TLR4 teve sua expressdo muito elevada em MSC de medula Gssea e
ausente em MSC de corddo umbilical. Os diferentes niveis de expressdo de TLR em MSC
oriundas de tecidos variados podem interferir no potencial imunomodulatério destas
celulas.

Desta forma, mais estudos comparativos sobre o perfil molecular de diferentes
populacbes de MSC devem ser realizados, avaliando o padrdo de expressdo de moléculas
de adesdo, citocinas/quimiocinas, inibidores de quinases dependentes de ciclina, fatores de
crescimento, entre outros elementos essenciais para o uso das MSC em terapia celular.

A frequéncia de células-tronco mesenquimais em tecidos como a medula 6ssea ou o
tecido adiposo, que séo fortes candidatos quando se desenvolve estudos visando futuras
aplicagdes clinicas, é bastante baixa, tornando necessaria a sua expansdo in vitro por
semanas, ou até meses. Este processo de expansao pode resultar em efeitos indesejados,
como a perda das caracteristicas de célula-tronco, como a plasticidade e secrecdo de
fatores, além de processos de senescéncia e instabilidade genética (Meirelles & Nardi,
2009).
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Com relacdo ao padrdo de expressao de moléculas relacionadas ao fendtipo tronco
(“stemness”) em MSC com diferentes tempos de cultivo, mais estudos sdo encontrados.
Peroni e colaboradores (2007) concluiram que, em cultivos de longa duracdo, os niveis de
expressao de algumas moléculas de adesdo associadas ao processo de homing, como CD44
e CD29 (B1 integrina), aumentam, ao contrario de elementos que sinalizam o status
indiferenciado destas células, como UTF-1 (undifferentiated embryonic cell transcription
factor-1) e Nodal (Nodal homolog - mouse), que tém sua expressao reduzida com o passar
do tempo de cultivo, 0 que nos leva a crer que exista um processo de diferenciacdo
espontanea em cultura. Com base nisto, as ADSC utilizadas neste trabalho de mestrado
estavam entre as passagens P3 e P4, periodo em que ja estd estabelecida uma populagéo
celular homogénea, e no qual a expressdao de fatores paracrinos estd o mais proxima
possivel dos niveis apresentados originalmente por estas células.

Outro fator que pode ser responsavel por variagdes nos niveis de expressdo de
marcadores é a densidade celular presente no cultivo, ou seja, o percentual de confluéncia
das células em cultura (Kaltz et al., 2010). Esta variavel é facilmente ajustavel, do ponto de
vista do cultivo celular. Em contrapartida, deve ser melhor estudada para esclarecer o
comportamento das MSC, quando estas sdo aplicadas em ensaios in vivo, ja que, quando a
injecdo das células ndo € sistémica, mas in situ como neste trabalho, forma-se uma rede
tridimensional de células-tronco mesenquimais, com forte interacdo célula-célula. Este
microambiente é tdo diferente da placa de cultivo, quanto do nicho a partir do qual as MSC
foram inicialmente isoladas.

Outras questdes importantes devem ser levantadas, quando pensamos na injecéo in
situ das células-tronco adiposo-derivadas utilizadas neste estudo. Logo apos o transplante,
as células, assim como as ilhotas pancreaticas, encontram um ambiente hostil,
caracterizado pela baixa tensdo de oxigénio, um ambiente isquémico. Deve-se ter em
mente que muitas das células infundidas podem ser perdidas no periodo pos-transplante. E
que, 0 que impede a perda total das células sdo os fatores secretados por elas mesmas.
Entdo, deve haver um balanco entre a resisténcia a apoptose, evitando a perda de células, e
secrecdo de fatores angiogénicos, garantindo um aporte de nutrientes para as mesmas.

Além da condicdo inicial de pouca vascularizacdo, neste modelo de diabetes, as
células encontram um ambiente com altas concentracbes de glicose sanguinea, em média

512,1 + 12,1 mg/dL, em nosso estudo. Conforme abordado na introducdo, a alta
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concentracdo de glicose sanguinea esta associada a efeitos deletérios na funcdo e na
capacidade proliferativa de células endoteliais e mesangiais, o que se reflete em danos em
inimeros 6rgdos. Desta forma, as complicacfes vasculares que surgem no diabetes estdo
associadas a deterioracdo da funcéo vasculogénica de células progenitoras endoteliais (Kim
et al.,, 2011b). Da mesma forma, podemos pensar que inUmeros outros progenitores
responsaveis pela reposicdo natural das células nos tecidos do organismo sdo afetados
pelas altas taxas glicémicas, como, por exemplo, as células-tronco mesenquimais de
diversos tecidos e 6rgdos. Kim e colaboradores (2008) expuseram células-tronco adiposo-
derivadas de humanos e ratos a meio de cultivo contendo altos niveis de glicose e
observaram uma redugdo na capacidade proliferativa in vitro e no potencial angiogénico in
vivo das ADSC, devido a producdo de espécies reativas de oxigénio, que, a longo prazo,
causam modificacdes fenotipicas nestas células.

Outro estudo mais recente, do mesmo grupo de pesquisa, identificou um aumento
na expressdo do miR-486-5p em ADSC humanas, quando estas foram expostas a meio de
cultivo com alta concentracdo de glicose. Este micro RNA atua como inibidor da
desacetilase SIRT1, que desempenha um papel importante na regulacdo de condicbes
patoldgicas crbnicas, como o diabetes e doengas relacionadas ao envelhecimento. O
aumento da expressao do miR-486-5p e a diminuicdo da expressdo da SIRT1, em resposta
a altas concentracOes de glicose, resultou em inibicdo da proliferacdo das ADSC. Os
autores afirmam que outros estudos indicam que os niveis da SIRT1 encontram-se
reduzidos em células progenitoras endoteliais, quando da exposicdo a altos niveis de
glicose e, também, em tecido adiposo de pacientes diabéticos. Além disso, a expressao de
SIRT1 esta relacionada a sensibilidade a insulina em pacientes com diabetes tipo 2. Estes
dados confirmam o envolvimento da SIRT1 na homeostase da glicose, podendo ser um dos
processos que justifique para a redugdo da fungéo de progenitores endoteliais e ADSC, sob
altas concentragdes de glicose, tanto in vitro quanto in vivo (Kim et al., 2011b).

Cramer e colaboradores (2010) identificaram redugdes na taxa proliferativa, alem
da reducdo no potencial de diferenciacdo osteogénica e condrogénica, e aumento das taxas
de senescéncia e do percentual de apoptose, em ADSC humanas expostas a alta
concentracdo de glicose em cultura. Os pesquisadores avaliaram também os padrdes de
expressao génica de moléculas envolvidas nas rotas de receptores/canais/transportadores

celulares, receptores nucleares, enzimas metabdlicas, fatores secretados, transducdo de
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sinais e fatores de transcri¢cdo, nas ADSC, e concluiram que a hiperglicemia perturba
significativamente os niveis de expressdo destes elementos atuantes no metabolismo
intermediario. Muitos destes genes estdo envolvidos na patogénese do diabetes, ja que
alteracdes na sua expressao, na presenca de niveis aumentados de glicose, estdo envolvidos
no processo de resisténcia a insulina, muito comum em pacientes com diabetes tipo 2.

Levando em consideragdo o exposto acima, somado aos resultados encontrados em
nosso trabalho, quanto ao comportamento de reversdo do diabetes e as condicdes
histoldgicas presentes nos cortes, no grupo co-transplantado com ilhotas pancreaticas e
ADSC, podemos sugerir algumas reflexdes.

Primeiro, embora a presenca das ADSC ndo tenha aumentado a eficiéncia dos
transplantes, ou seja, ndo tenha contribuido para que mais animais revertessem o diabetes,
em comparagcao com 0 grupo que recebeu somente ilhotas, ao observar a curva de reversao
dos animais curados em ambos os grupos, percebemos uma clara antecipacao do fenémeno
de reducdo da glicemia, no sétimo dia ap6s o transplante. Esta diferenca entre a glicemia
dos dois grupos foi estatisticamente significativa (357,0 £ 45,20 mg/dL para ilhotas +
ADSC versus 464,1 + 35,07 mg/dL para ilhotas; P<0,05) e poderia ser explicada com base
no efeito paracrino das ADSC. Através da secrecdo de citocinas angiogénicas, estas células
podem ter facilitado a formacéo da rede de capilares, tdo importante para a sobrevivéncia
do transplante e, principalmente, para sua funcionalidade. Sendo assim, 0 processo que
deu-se naturalmente, porém de forma mais lenta, no grupo que recebeu somente ilhotas, foi
favorecido e acelerado pela presenca das ADSC. Para confirmar esta hipétese, seria
necessaria a realizacdo de um estudo nos mesmos moldes apresentados neste, mas
avaliando a presenca e a frequéncia de capilares no tecido transplantado, no sétimo dia
pos-transplante.

Segundo, através das imagens que confirmam a presenca de ADSC GFP*
circundando as ilhotas, no grupo do co-transplante, pode-se afirmar ndo s6 que estas
células mantiveram-se presentes, mesmo apés os 45 dias de experimento, mas também que
qualquer efeito observado deve-se provavelmente a presenca das células exercendo seu
efeito paracrino sobre as demais células-tronco mesenquimais e sobre as ilhotas
pancreaticas. Desta forma, pode-se inferir que ndo ha indicios de transdiferenciacdo das

células-tronco mesenquimais em outro tipo celular, como células produtoras de insulina,
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por exemplo. Para confirmar esta suposi¢cdo, andlises histoldgicas complementares sdo
necessarias, para certificar a auséncia da expressao de insulina pelas ADSC GFP™.

Terceiro, percebemos que o co-transplante de ilhotas com ADSC ndo trouxe
vantagens, quanto ao percentual de eficacia do transplante, em comparacdo com 0 grupo
que recebeu somente ilhotas. Pode-se especular, com base nos estudos que exploram a
sensibilidade das MSC a altos niveis glicémicos, que ocorre um balango extremamente
sensivel no enxerto, nos momentos iniciais pos-transplante. As ADSC ficam expostas a
altas glicemias e, a menos que as ilhotas restaurem seu padrdo natural de secrecdo de
insulina rapidamente, pode haver um bloqueio das funcdes benéficas das ADSC, como o
efeito pré-angiogénico (Kim et al., 2008; Kim et al., 2011b). Vale lembrar que estudos
afirmam que a presenca de insulina € capaz de reverter alguns efeitos negativos sobre o
potencial regenerativo das MSC expostas a altas concentracdes de glicose, somente quando
estas foram expostas a hiperglicemia em um espaco curto de tempo (Kim et al., 2008,
Cramer et al., 2010). Sabe-se também que o processo de restabelecimento da
funcionalidade das ilhotas é bastante complexo, ja que a glicemia elevada exerce efeitos
deletérios também sobre as células B, em diferentes pontos da sequéncia de eventos
metabdlicos que conectam o aumento da concentracdo de glicose extracelular e a secrecao
de insulina. As alteragdes na funcdo secretoria das células B sdo justificadas por
modificagdes na capacidade de deteccdo e de metabolizagdo da glicose, aumento da
apoptose e dificuldades no manejo do célcio citosolico, essencial para a exocitose de
vesiculas de insulina (Dubois et al., 2007).

Desta forma, deve haver um limiar nos niveis de glicemia, dentro do qual o
funcionamento das ADSC e das ilhotas pancreéticas transplantadas esta garantido. Além
disso, parece haver um processo de duas vias em que as ilhotas, quando funcionais,
favorecem a reducdo da glicemia a qual as ADSC estdo expostas e, em contrapartida, as
ADSC tornam o ambiente ao qual as ilhotas estdo expostas mais favoravel a sua
sobrevivéncia, melhorando a vascularizacdo local, protegendo as células de eventos de
apoptose e, possivelmente, favorecendo a proliferagéo celular.

Conclusivamente, podemos afirmar que as células-tronco mesenquimais derivadas
de tecido adiposo utilizadas neste estudo ndo foram capazes de aumentar a taxa de cura do
transplante de ilhotas pancreaticas singeneicas, quando co-transplantadas juntamente com

estas, sob a capsula renal de camundongos diabéticos. Estes resultados vdo na contramao
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dos encontrados em outros estudos com metodologia semelhante. A principal variavel
entre eles sdo as MSC utilizadas, isoladas a partir de diferentes fontes. Desta forma, mais
estudos comparativos sobre o potencial terapéutico de MSC de diferentes origens
destacam-se como necessarios. O co-cultivo de ilhotas pancreaticas com MSC in vitro é
uma alternativa interessante para avaliar o efeito da presenca destas células sobre as ilhotas
e pode facilitar a escolha da melhor fonte para as células utilizadas em modelos pré-

clinicos de co-transplante.
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