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RESUMO

O Diabetes mellitus (DM) é um grande problema de saude publica, proje¢des
indicam que em 2030, 366 milhdes de individuos sofrerdo da doenca. Durante os
ultimos anos, tornou-se evidente que a auséncia de células produtoras de insulina € um
denominador comum em todos os tipos de DM. Assim, varias pesquisas tém procurado
desenvolver células produtoras de insulina in vitro. A betacelulina (BTC) € uma proteina
ligante de EGFR, relacionada com a proliferagdo de células [ pancreaticas in vitro e,
com o aumento no metabolismo da glicose em modelos animais do diabetes. As
células-tronco mesenquimais (MSCs) sao células multipotentes, presentes na medula

Ossea, e vastamente estudadas para terapia celular. O objetivo do presente trabalho foi
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avaliar os efeitos da superexpresséo do gene da betacelulina sobre células MSCs de
ratos.

Foi estabelecida uma cultura de longo termo de células MSCs. Apds
caracterizacdo, estas foram submetidas a transfecgdo génica com o gene da BTC por
eletroporacdo. Células transfectadas foram cultivas em meio de cultivo D-MEM
suplementado de 10mM Nicotinamida. Analises de radioimunoensaio demonstraram
que 10* MSCs transfectadas com o gene da BCT foram capazes de produzir até 0,45
ng/mL de insulina in vitro. In vivo, as células MSC superexpressando BTC foram
capazes de diminuir a hiperglicemia induzida por Streptozotocina em ratos. Nossos
resultados demonstraram que os efeitos positivos da superexpressdao de BTC em
MSCs.

ABSTRACT

Betacellulin (BTC), a ligand of the epidermal growth factor receptor, has been shown to
promote growth and differentiation of pancreatic B-cells and to improve glucose
metabolism in experimental diabetic rodent models. Mesenchymal stem cells (MSCs)
have already been proved to be multipotent. Recent work has attributed to rat and
human MSCs the potential to differentiate into insulin secreting cells. Our goal was to
evaluate the effects of betacellulin overexpression in rat MSCs. MSCs were
characterized by flow cytometry and mesoderm differentiation markers. MSCs were
electroporated with a plasmid containing BTC cDNA. Transfected cells were cultivated in
H-DMEM with 10mM Nicotinamide.

Radioimmunoassay analysis showed that 10* MSC-BTC cells produced up to 0,4ng/mL
of insulin, in contrast, MSCs transfected with the empty vector produced insignificant
levels of insulin. Also MSC-BTC cells were positive for insulin in immunohistochemistry.
RT-PCR showed expression of pancreatic marker genes. When transplanted to
streptozotocin diabetic rats, MSC-BTC cells could revert hyperglycemia. Our results
demonstrate that BTC overabundance enhances glucose-induced insulin secretion in

mesenchymal stem cells in vitro as well as in vivo.
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1. INTRODUGCAO
1.1 Diabetes mellitus

O Diabetes mellitus (DM) n&o € uma s6 doenga, mas um grupo heterogéneo de
disturbios metabdlicos, que apresentam em comum a hiperglicemia consequente a uma
producdo ou acado deficiente de insulina pelo organismo, ou ambos. (SPELLMAN,
2008). A hiperglicemia crbnica, ocasionada pelo diabetes em longo prazo, acaba por
ocasionar lesao e falha em varios 6rgaos, especialmente olhos, rins e coragdo. Muitos
processos patogénicos estdo envolvidos no desenvolvimento do DM (WHO, 2006).
Estes podem variar de auto-imunidade contra células B pancreaticas até anormalidades
que resultam em resisténcia insulinica.

A prevaléncia do DM aumenta em ritmo alarmante, proje¢cdes indicam que 366
milhdes de individuos serao afetados pela doenga em 2030 (WILDING, 2007). Por essa
razao, o DM é um grande problema de saude publica. De acordo com a Organizagao
Mundial de Saude, o crescimento nos casos de DM esta relacionado com alteragdes no
estilo de vida e no perfil sécio-econdmico destes individuos, diminuindo a expectativa
de vida em 15 anos (WHO, 2006). A incidéncia do DM tem maior intensidade nos
paises em desenvolvimento, principalmente devido ao crescimento e envelhecimento
da populagao, a obesidade, aos fatores dietéticos e sedentarismo (WILD et al., 2004).

No Brasil, de acordo com o Vigitel 2007 (Sistema de Monitoramento de Fatores
de Risco e Protegéo para Doencgas Crbnicas Nao Transmissiveis- www.saude.gov.br), a
ocorréncia média de DM na populagcdo adulta (acima de 18 anos) é de 5,2%, o que
representa 6.399.187 de pessoas. A prevaléncia aumenta com a idade: o DM atinge
18,6% da populagdo com idade superior a 65 anos (PAIVA et al., 2006). O Brasil esta
classificado como um dos dez paises com a maior prevaléncia da doenga, juntamente
com a india, China, EUA, Indonésia, Russia, Japao, Paquisto e Italia (WHO, 2006). Os
gastos publicos diretos e indiretos para o tratamento do DM representam entre 5 e 15%
dos gastos totais com doengas no mundo (MERANI e SHAPIRO, 2006).

A classificacdo do DM, proposta pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e
pela Associacdo Americana de Diabetes (ADA) inclui quatro classes clinicas: A) DM do

tipo 1; B) DM do tipo 2; C) outros tipos de Diabetes, incluindo Diabetes secundario, ou



associado a outras patologias, e D) DM gestacional (SKELLY, 2006). O presente
trabalho ira se concentrar nos DM do tipo 1 e 2.

1.2 Diabetes mellitus do tipo 1 (DM1) — A DM1 acomete cerca de 5-10% dos
pacientes diabéticos. Previamente denominada diabetes insulino-dependente ou
diabetes juvenil é resultante da destruicdo de células B pancreaticas, devido a uma
resposta celular auto-imune (ATIKINSON e MACLAREN,1994), a destruicao das células
B pancreaticas geralmente é realizada por anticorpos anti-insulina, anti-acido glutamico
(GADgs) e anticorpos contra tirosina fosfatase 1A-2 e 1A2-B (VOLTARELLI et al., 2007).
Usualmente um ou mais desses auto-anticorpos podem ser encontrados em 85-90%
dos individuos recentemente diagnosticados. O DM1 geralmente manifesta-se na
infancia, mas pode ocorrer em qualquer idade, até mesmo em idades bem avancadas
(The Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 2003).
A destruicdo auto-imune de células B tem predisposi¢cées genéticas. Mais de 17
regides cromossdmicas foram relacionadas a suscetibilidade da doenca no modelo
murino Nonobese Diabetic Mouse (NOD) (LYONS et al., 2001), também esta
relacionada a fatores ambientais ainda pouco conhecidos (KNIP e AKERBLOM, 1999).
A grande maioria dos pacientes torna-se dependente de insulina exdgena para
sobreviver estando em risco de desenvolvimento de cetoacidose devido a total
deficiéncia de insulina. Pacientes com DM1 também podem apresentar outras doencgas

auto-imunes como, por exemplo: vitiligo, doencga celiaca, hepatite auto-imune.

1.3 Diabetes mellitus do tipo 2 (DM2) — forma da doenga conhecida como diabetes
de maturidade, abrange de 90-95% dos pacientes diabéticos. Os pacientes com DM2
geralmente apresentam resisténcia a acdo da insulina, e uma deficiéncia relativa na
producéo de insulina. No DM2 os tecidos periféricos como o musculo esquelético e o
tecido adiposo sao resistentes a acao de insulina, e, nas ilhotas pancreaticas, a
producgao de insulina é insuficiente para compensar o estado de resisténcia gerando um
estado relativo ou absoluto de insuficiéncia de insulina (HICKMAN E MACDONALD,
2007). A doenca apresenta associagdo com obesidade e manifesta-se

predominantemente apds os 40 anos. Na maioria dos casos, ndo € necessaria a



reposicao de insulina para a sobrevivéncia, mas pode ser necessaria para a corregcao
da hiperglicemia (DOCHERTY, 2001).

1.4 llhotas de Langerhans

As estruturas denominadas llhotas pancreaticas ou de Langerhans foram
identificadas por Paul Langerhans em 1869. Foram descritas por ele como formagdes
anatébmicas diferentes do resto do tecido, sem conexao direta com os dutos, como que
formando “ilhas celulares” (Fig. 1) (AITA, 2002).

Essas ilhas celulares sdo as responsaveis pela fungcado enddécrina do pancreas e
sao compostas por quatro tipos celulares distintos: a, B, y e PP, produtoras dos
horménios  glucagon, insulina, somatostatina e polipeptideo pancreatico,
respectivamente (TRUCCO, 2005).

Islet of
Langerhans ycell ccell Bcell &cell

Stomach

Pancreatic duct
Pancreas

Intesting —

Blood Branchof Pancreatic
vessel pancreatic acinus
duct

Figura 1: Representagédo esquematica da localizagdo macroscépica e de corte histolégico do
pancreas humano. No detalhe, a composic¢ao celular das ilhotas de Langerhans. Fonte: Trucco 2005

O pancreas humano possui aproximadamente um milhdo de ilhotas, isso
representa somente 2 a 3% da massa total do 6rgdo. Cada ilhota possui cerca de 2000
células. As células B representam entre 60-80% do total de células em uma ilhota
(JONES et al., 2008).



1.5 Métodos de tratamento para DM

O tratamento do DM tem como objetivo a manutencdo da normoglicemia, frente
as variagdes da ingestao alimentar. De acordo com resultados do Diabetes Control and
Complication Trial (DCCT), o controle rigoroso dos niveis glicémicos esta associado a
diminui¢cdo da incidéncia de complicacdes tardias. O tratamento ndo farmacolégico dos
pacientes tem como base a dieta e a atividade fisica. Porém, aproximadamente 40%
dos pacientes diabéticos necessitam tratamento com antidiabéticos orais e outros 40%
necessitam de aplicagbes de insulina para o controle da glicemia (AITA, 2002). Em
relacdo ao DM1, o tratamento convencional consiste na administracdo subcutanea de
insulina exdégena, geralmente em diversas aplicagdes diarias, ndo apenas para o
controle glicémico, mas também para garantir a sobrevivéncia tendo em vista a absoluta
deficiéncia de insulina nesses pacientes. Embora seja relacionada com uma menor
incidéncia de complicagbes, a terapéutica de reposicdo de insulina tem sido
considerada incbmoda pelos pacientes, devido a necessidade de acompanhamento
rigoroso da glicemia e de multiplas injegbdes de insulina diarias. Além de induzir
frequentemente episodios de hipoglicemia grave (KOBAYACHI et al., 2009).

Além da insulinoterapia intensiva bem sucedida, somente os transplantes de
pancreas (6rgao total) e de ilhotas pancreaticas, possibilitam um padrao de secrec¢ao de
insulina mais préximo do fisiolégico. O transplante de pancreas alogénico é feito com
receptor e doador n&o relacionados geneticamente e apresenta resultados bons
(sucesso superior a 85% no primeiro ano) (WISEMAN, 2009). O péancreas
transplantado é capaz de secretar insulina imediatamente apds a sua revascularizacao,
induzindo completa independéncia de insulina exdgena. Nesse sentido apresenta
efeitos benéficos sobre as complicagdes cronicas da doenca. Entretanto, como
qualquer outro transplante alogénico, necessita a utilizagdo de imunossupressores para
evitar a rejeicdo ao enxerto. Além disso, a cirurgia para o transplante de 6rgao inteiro
envolve um procedimento cirdrgico extenso. Atualmente sua aplicagdo é limitada a
pacientes, que apresentam controle metabdlico extremamente dificil, nos quais os
riscos da hipoglicemia grave sao mais sérios, do que os potenciais efeitos colaterais da
terapia imunossupressora (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2002).



O transplante de ilhotas pancreaticas consiste no isolamento de ilhotas do
pancreas de doadores por tratamento enzimatico, e pode ser uma alternativa ao
transplante de pancreas, com a vantagem de dispensar a cirurgia invasiva, ja que as
ilhotas sdo transplantadas em processo guiado por ultrassonografia, onde se realiza
uma canulagdo da veia porta e consecutivo transplante das ilhotas para o figado do
receptor. Existem varias técnicas que divergem entre si, principalmente pela quantidade
de células transplantadas e tipo de terapia imunossupressora. A técnica que apresenta
os melhores resultados é conhecida como o “Protocolo de Edmonton” e tem mantido os
niveis normais de glicose através da injecao de grandes quantidades de células das
ilhotas, obtidas de pancreas de cadaveres (RYAN et al., 2001; SHAPIRO et al., 2003).
Tal procedimento é dificultado devido a ineficiéncia de isolamento das ilhotas, que
acabam por ser danificadas como o processo enzimatico de isolamento. Por essa
razao, muitas vezes, se torna necessaria a utilizagcdo de dois a trés pancreas de
doadores para cada paciente receptor, além de multiplas infusdes para estabelecer um
quadro de (glicemia estavel (COLLABORATIVE ISLET TRANSPLANTATION
REGISTRY- http://www.citregistry.org). Desta forma, mesmo que as técnicas de
isolamento de ilhotas sejam aperfeicoadas e torne-se possivel atingir niveis glicémicos
adequados apdés um unico transplante, dificilmente a oferta de pancreas de doadores
sera suficiente para atender ao numero crescente de pacientes.

Em 2007, um grupo de pesquisadores da USP, coordenado pelo Professor Julio
Voltarelli, publicou uma nova alternativa terapéutica para o tratamento do DM1. Trata-se
de um ensaio clinico do tipo 1/2, que avaliou a seguranga e os efeitos metabdlicos do
transplante autélogo n&o-mieloablativo de células-tronco hematopoiéticas em 15
pacientes com DM1 recentemente diagnosticada. A maioria dos pacientes tornou-se
insulino-independente, e apresentou aumento nos niveis de peptideo C e reducao de
hemoglobina glicada por até dois anos.

O mecanismo exato de acéo do transplante de células-tronco hematopoiéticas,
para o tratamento de DM1, ainda n&o esta completamente esclarecido. Pode ser devido
a supressao de células T regulatérias ou mesmo por delegédo clonal (VOLTARELLI et
al., 2007). A melhoria na fungdo de células B pancreaticas observada, apos a terapia

imunossupressora, pode ser explicada por regeneragao de células  remanescentes no



orgao. Neste estudo, 93% dos pacientes apresentaram periodo de independéncia da
administragdo de insulina exdgena, a toxicidade foi considerada baixa, além de né&o
apresentar mortalidade (COURI et al., 2009). Apesar de ser um estudo muito promissor,
ainda se faz necessario o estudo de um maior numero de pacientes tratados, antes

deste protocolo terapéutico ser adotado rotineiramente.



1.6 Terapia celular para reposig¢ao de células

O Protocolo de Edmonton é considerado a “prova de conceito” de que terapias
celulares podem ser efetivas para o tratamento do DM. Entretanto, a escassez de
doadores, levou a comunidade cientifica a procurar fontes alternativas para producéao
de insulina. Nesse sentido, um grande numero de células e tecidos tem sido proposto
como fontes para producédo de insulina in vitro. Dentre as principais “candidatas”
podem-se citar: células B de outras espécies (xenogeneicas), células-tronco
embrionarias, células-tronco somaticas de pancreas, e da medula éssea.

Para serem funcionais, as células [ desenvolvidas in vitro devem ser capazes de
sintetizar e armazenar insulina, e ainda liberar quantidades suficientes do horménio
para manter a homeostasia do organismo frente a ingestdo de alimentos (JONES et al.,
2008). Células B pancreaticas possuem um complexo sistema de estimulo-resposta
para a liberagdo de insulina (Fig. 2). Células produtoras de insulina desenvolvidas em
laboratério devem possuir mecanismos similares, que possibilitem a liberagédo regulada
de insulina em resposta a estimulos do ambiente, como mudangas em nutrientes,
hormdnios e neurotransmissores. Insulina em escassez ou em demasia pode ser
potencialmente letal, dessa forma a célula desenvolvida em laboratério deve apresentar

mecanismo similar de controle sobre a liberagao de insulina.
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Figura 2: Transdugao de sinal em células B. A glicose é transportada para o interior das células 3
através do transportador GLUT2 e metabolizada no citoplasma gerando ATP. Este ATP liga-se aos
canais Karp ocasionando o fechamento destes canais. A conseqiiente inibicdo do efluxo de K*leva a uma
despolarizagdo da membrana, que acaba por abrir os canais de ca* voltagem dependentes. A entrada
de Ca* do meio extracelular ocasiona elevagao de Ca* no citoplasma e ativa a via de iniciagdo da
secrecgao de insulina. Fonte: Jones et al., 2008.

Além de possuirem controle sobre a liberagao de insulina, células B, produzidas
em laboratoério, devem ter a capacidade proliferativa baixa, de modo a evitar que apdés o
transplante, estas aumentem muito de numero e acabem por ocasionar hipoglicemia.
Isto ndo é um problema quando se trata da utilizagdo de células B convencionais (como
no transplante de ilhotas, por exemplo), ja que estas células sao entidades que
apresentam uma capacidade proliferativa muito baixa (PARNAUD et al., 2008). Essa
combinacdo de capacidade secretora altamente especializada e capacidade
proliferativa baixa € o maior desafio para a produgdo de células 3, a partir de outros

tipos celulares in vitro.

1.7 Células xenogeneicas como fonte de células

A utilizacao de ilhotas ou células B de outras espécies, embora pareca um meio
bastante plausivel para a obtencdao de grandes quantidades de tecido funcional
necessario para o tratamento do DM, ainda precisa ser discutida em diversos aspectos.
Muitos estudos para a utilizagdo de ilhotas suinas como fonte para terapia celular em
humanos, tém sido desenvolvidos (TRUCCO et al; 2007). Sob esta possivel utilizagao
podem-se destacar principalmente trés pontos favoraveis:
a) pancreas de suinos foram fonte de insulina para a tratamento bem sucedido de DM1
antes de existir insulina recombinante;
b) grandes quantidades de ilhotas pancreaticas podem ser obtidas de pancreas
porcinos, a partir do mesmo método de digestdo enzimatica empregado para a
obtencgdo de células humanas;
C) suinos sao suscetiveis a manipulagcdo genética, dessa forma, pode-se produzir
insulina geneticamente semelhante a insulina humana.
Contudo, alguns aspetos importantes impedem a utilizacdo de ilhotas pancreaticas
oriundas de porcos para o tratamento de humanos. Apds xenotransplante ocorre uma

resposta hiperimune (JONES et al.,, 2008), onde o enxerto acaba por ser totalmente



perdido. Tentativas de proteger o enxerto do sistema imune, como a utilizagdo de
capsulas biocompativeis ainda ndo apresentaram resultados positivos, uma vez que a
viabilidade das células, bem como a liberacdo de insulina, foram comprometidas pelo
encapsulamento (VAN DER WINDT et al., 2007). Além disso, a comprovacao de que as
sequéncias do retrovirus porcino enddgeno (PERV) podem ser ativadas no tecido
xenotransplantado (VAN DER LAAN et al, 2000) alertou a possibilidade do
desenvolvimento de novas infecgdes virais em humanos. Diversos estudos estao sendo
desenvolvidos com o intuito de esclarecer melhor qual o efeito da utilizagcao desta fonte
de células para o tratamento do DM. Recentemente, a Diabetes Research and Wellness
Foundation (www.springpointproject.org) destinou substancial verba para pesquisa em
células B oriundas de suinos, demonstrando que existem grandes perspectivas na

utilizacado desta fonte de células para o tratamento da DM.

1.8 Células-tronco embrionarias como fonte de células 3

Células-tronco (CT) embrionarias (ES) sédo células pluripotentes, derivadas da
massa central interna do embrido em estagio de blastocisto. Células ES apresentam
grande potencial para terapia celular, por possuirem capacidade de originar os mais de
200 tipos de células especializadas, que formam o organismo adulto (PAZ et al., 2008).
Sao pluripotentes, ou seja, podem produzir células das trés camadas germinativas:
endoderme, ectoderme e mesoderme. Ainda, células ES podem ser expandidas
indefinidamente in vitro em estado indiferenciado, sendo, desta forma, capazes de
produzir grandes numeros de células, necessarias para a terapia de transplante. Os
primeiros estudos objetivando a producédo de células B, a partir de ES, utilizavam
células oriundas de camundongos (LUMELSKI et al., 2001; RAJAGOPAL et al., 2003),
ja que estas eram de muito mais facil obtencdo, além de n&o estarem relacionadas a
questdes éticas vinculadas ao uso de embrides humanos como fonte de células para
pesquisa. Os resultados positivos sobre a obtencao de células produtoras de insulina in
vitro a partir de células ES de camundongos estimularam muitos outros estudos, assim,
ja foi comprovada a diferenciagao in vitro de ES de primatas (LESTER et al., 2004) e
humanos (ASSADY et al., 2001; SEGEV et al.,, 2004; CHO et al., 2008). Porém, foi

observado nos estudos que apenas uma pequena propor¢ao 1-3% de células ES
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diferenciam-se espontaneamente em células produtoras de insulina (ASSADY et al.,
2001). Tentativas de desenvolvimento de protocolos especificos para aumentar a
produgao de insulina in vitro ndo obtiveram grande éxito; porém, em camundongos o
transplante de células ES humanas, juntamente com fragbes de pancreas embrionarios
de camundongos sob a capsula renal aumentou a eficiéncia de diferenciagdo sugerindo
a existéncia de importantes vias de sinalizagdo nos sistema in vivo que certamente néo
estao disponiveis no sistema in vitro (BROLEN et al., 2005).

Estudos utilizando camudongos  knockout produziram importantes
conhecimentos com relagdo aos genes envolvidos no desenvolvimento do pancreas
enddcrino. Utilizando o conhecimento sobre a sequéncia de desenvolvimento do
pancreas, estudos recentes tém desenvolvido protocolos que recapitulam in vitro,
importantes informag¢des do desenvolvimento in vivo do 6rgéo, que levam a formagéo
de endoderme a partir de células ES (SHIN et al., 2007; MICALLEF et al., 2007),
potencializando a producdo de insulina. Entretanto, embora células ES apresentem
elevada plasticidade e possam, através de protocolos otimizados, produzir
concentragdes maiores de insulina, sua utilizag&do para terapia ainda apresenta grandes
riscos como, por exemplo, a formagao de teratocarcinomas (FUJIWAKA et al., 2005) e
por essa razdo ainda devem ser muito estudadas em modelos animais antes de

qualquer aplicagao clinica em humanos.

1.9 Células-tronco pancreaticas como fonte de células 3

Apesar de apresentar um potencial de replicagdo considerado limitado, hoje,
sabe-se que a massa de células 3 presentes no pancreas adulto possui capacidade de
proliferacao (TRUCCO, 2005). O aumento no numero de células pode ocorrer por
diferenciagéo a partir do epitélio ductal pancreatico (neogénese) ou por replicagéo das
células B ja existentes (BONNE-WEIR et al., 2000). Estudos recentes, que empregaram
técnicas de rastreamento em células B de camundongos, comprovaram que a maioria
das novas células geradas durante a vida sdo originadas de células B preexistentes
(DOR et al., 2004), indicando que existem células-tronco pancreaticas. Dessa forma,
poderia-se pensar em isolar células B de doadores e expandi-las in vitro a fim de obter

um numero maior de células viaveis para o transplante. Entretanto, células B
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pancreaticas ndo possuem capacidade proliferativa in vitro, sendo assim, s6 podem
originar novas células no organismo em que residem e mesmo assim sob determinadas
condicdes fisiologicas (PARNAUD et al., 2008).

Embora existam evidéncias de proliferagdo in vivo, na pratica, o isolamento,
expansdao e diferenciagdo de células progenitoras pancreaticas ainda sé&o
procedimentos ndo bem estabelecidos. Avangos nas pesquisas de isolamento e cultivo
destes tipos celulares certamente representardo uma importante ferramenta para a

terapia celular do DM.

1.10- Células-tronco de medula como fonte de células

A medula d&ssea possui células-tronco hematopoiéticas e células-tronco
mesenquimais. Estes dois tipos celulares apresentam consideravel plasticidade. Nesta
secao serao discutidos principalmente dados sobre CT hematopoiéticas, ja que CT
mesenquimais (que sao a ferramenta principal desta tese) serdo discutidas a seguir.
Quanto a formacgao de células B funcionais, a partir de CT hematopoiéticas, resultados
controversos sdo encontrados na literatura. Inicialmente foi postulado que CT
hematopoiéticas poderiam aderir ao péancreas in vivo e formar, por meio de
diferenciagéo, células produtoras de insulina (IANUS et al., 2003); contudo, esses
resultados ndo puderam ser reproduzidos por outros grupos (EFRAT, 2008). Estudos
recentes tém relatado a utilizagdo de CT hematopoiéticas na reversdao do DM
experimental in vivo, e atribuem esses resultados a um efeito sobre a proliferacdo de
células B preexistentes, mas nédo sobre diferenciacdo celular propriamente dita
(HASEGAWA et al., 2007). Em humanos, as CT hematopoiéticas também foram
empregadas com sucesso no tratamento experimental do diabetes (VOLTARELLI et al.,
2007).

O potencial terapéutico de CT hematopoiéticas continua sendo muito estudado, e

podera apresentar resultados encorajadores para o tratamento do DM.

1.11- Células-tronco mesenquimais
As células-tronco mesenquimais (MSCs) sdo células precursoras, que realizam

autorenovacao clonal, podendo ser isoladas da medula éssea e expandidas em cultura
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gracas a sua habilidade de adesao e proliferagao in vitro (MEIRELLES e NARDI, 2003).
As primeiras evidéncias de que a medula éssea continha células precursoras de tecidos
mesenquimais n&o hematopoiéticos surgiram no trabalho de Friedenstein e
colaboradores (revisado por PHINNEY, 2002). Em seu trabalho, Friedenstein,
evidenciou células da medula éssea com capacidade de adeséao a placa de cultivo. Nos
anos 80, diversos estudos estabeleceram que as células isoladas pelo método de
Friedenstein eram multipotentes, e capazes de se diferenciarem em osteoblastos,
condroblastos, adipdcitos, e até mioblastos (PROCKOP, 1997), essas células
apresentam morfologia semelhante a fibroblastos, e apds dois a quatro dias em cultivo,
passam a se multiplicar rapidamente formando colbnias.

Hoje, sabe-se que as MSCs podem ser isoladas de diversos 6rgaos (DA SILVA
MEIRELLES et al., 2006); porém, a facilidade de acesso faz com que a medula 6ssea
ainda seja uma das principais fontes para a sua obtengéo.

O uso do termo “MSC” para populagdes simplesmente isoladas da medula éssea
por aderéncia ao plastico, levou a International Society for Cellular Therapy a publicar
normas, segundo as quais o0 termo s6 pode ser usado, quando forem demonstradas
propriedades de proliferagéo e diferenciagdo das MSCs (HORWITZ et al., 2005). Com
maior controle sobre a caracterizacdo das MSCs, os estudos mais recentes tém
atribuido a esta populagdo celular, uma maior plasticidade do que se imaginava
anteriormente. Hoje acredita-se que MSCs podem, in vitro formar células das trés
camadas germinativas (endo, ecto e mesoderma). A figura 3 apresenta um esquema de
tecidos que podem ser originados a partir de MSCs.

Com relagao ao diabetes, diversas pesquisas tém empregado MSCs como
fonte celular para terapia em modelos animais. Foi demonstrado que as células-tronco
mesenquimais podem se diferenciar em células produtoras de insulina através de
terapia génica e adigdo de fatores ao meio de cultivo (LI et al., 2008; KARNIELI et al.,
2007). Considerando a plasticidade das MSCs e capacidade de resposta a diferentes
sistemas de inducdo de diferenciacdo celular, as células-tronco mesenquimais
apresentam, na atualidade, excelentes perspectivas para utilizagdo em terapia celular.
Além disso, as MSC apresentam a vantagem de poder ser obtidas do proprio paciente,

descartando assim a necessidade de doadores.
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Figura 3: Representagéo grafica dos tecidos originados a partir das células-tronco mesenquimais. Fonte:
“Stem Cells: Scientific Progress and Future Research Directions” publicado e fornecido pelo National
Institute of Health, EUA.

1.12- Betacelulina

A betacelulina (BTC) é uma proteina membro da familia dos receptores de
fatores de crescimento epidermais (EGFR). E inicialmente produzida como uma
proteina transmembranar, que pode ser clivada por metaloproteinases para ser liberada
na forma circulante (SAHIN et al., 2004). Foi inicialmente isolada e caracterizada como
um fator mitogénico, a partir de meio condicionado de uma linhagem celular de
carcinoma de células das ilhotas do pancreas (SHING et al., 1993). Apesar desta ser
expressa em varios tecidos e poder desempenhar papéis importantes em diferentes
orgaos, a BTC encontra-se mais freqlientemente associada com a fungao enddcrina do
pancreas (DUNBAR e GODDARD, 2000). Diversas evidéncias indicam que, dentre os
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sete ligantes de EGFR, a BTC exerce uma agao considerada unica na fisiologia
pancreatica (DAHLHOFF et al., 2009).

BTC induz a diferenciagdo de progenitores pancreaticos em células produtoras
de insulina (DETEMERCO et al., 2000; LI et al., 2003), mantém a expresséo de PDX1
e induz diferenciagdo de células B a partir de células ES (CHO et al., 2008).
Adicionalmente, a expressdo de BTC in vivo aumenta o metabolismo de glicose atraveés
do aumento da massa de células B em modelo animal de DM. Estes resultados
sugerem que a BTC tem um importante papel no crescimento e regulagdao dos
precursores de células .

Levando em consideracdo a plasticidade das MSCs e a acdo da BTC na
fisiologia de células B, o objetivo principal desse trabalho foi avaliar os efeitos da
superexpressdo de BTC em MSCs de ratos. Vislumbrando a utilizagdo destas células

como ferramenta para terapia celular do diabetes.

2- OBJETIVOS

Objetivo Geral
Avaliar os efeitos da superexpressdo de betacelulina em células-tronco
mensenquimais de ratos, como possivel modulador da diferenciacdo celular para a

formacao de células produtoras de insulina.

Objetivos Especificos

e Construir um vetor plasmidial para expressao de betacelulina em células
eucarioticas.

e |solar e caracterizar uma cultura de longo termo de células-tronco
mesenquimais de ratos Wistar, a partir das normas da Sociedade
Internacional de Terapia Celular.

e Realizar a transfeccdo génica em células-tronco mesenquimais e avaliar

os efeitos da superexpressao de BTC por analise morfoldgica,
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imunocitoquimica, imunofluorescéncia, radioimunoensaio para insulina e
RT-PCR.

e Realizar o transplante das células superexpressando betacelulina para
modelo animal de diabetes por Streptozotocina e avaliar a glicemia e peso

corporal dos animais receptores.

3- MATERIAIS E METODOS

3.1 Construgao do transgene
cDNA total utilizado

Para a clonagem de betacelulina foi utilizado o cDNA produzido a partir de RNA
total tecido pulmonar de camundongos. O cDNA foi amplificado a partir dos seguintes
oligonucleotideos iniciadores: BTC 5’-GGC CCA GGA AGG GCA TAG AGA-3’ e BTC
5-ATG AGT CAG GTC TTT TGT AGC TTG-3’ para sense e antisense respectivamente.

Reacdo Em Cadeia Da Polimerase (PCR)

A reacao de polimerizagdo em cadeia (PCR) foi realizada em aparelho
termociclador DNA “Thermal Cycler” - MJ Research, modelo PTC 100. A reagao
continha 1ug de cDNA de pulmé&o, 0,2 yM dos oligonucleotideos iniciadores BTC1 e
BTC2, 0,2mM de dNTPs, 1,5 mM de MgCI2, 0,5 U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen)
em 10X (Tris-Hcl 200 mM pH 8,4; KCI 500 mM), em um volume de um décimo do
volume final da reagdo. A reacao foi incubada por um minuto, a 94°C, seguida de 40
ciclos de incubacdes a 94° C, por um minuto, a 65 ° por um minuto e a 72° C, por um

minuto. Por ultimo, seguiu-se incubagao a 72° C, por 10 minutos.

Clonagem do produto de PCR de BTC em PCR2.1-TOPO (INVITROGEN).

O plasmideo pCR2.1-TOPO (Fig. 4) é um plasmideo comercial que apresenta

resisténcia a Amplicilina e Canamicina, e € utilizado para clonagem de produtos
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amplificados por PCR. A reacdo foi desenvolvida conforme indicacido do fabricante.
Foram adicionados 4uL do produto de PCR e 1uL de pCR2.1-TOPO. A suspensao foi
mantida a 22°C por 20 minutos e depois armazenada a -20°C. Posteriormente, foi
utilizada para eletrotransformacgéao de E. coli JM109. Os clones foram selecionados com
canamicina a 30 pg/mL para a analise da presenga do plasmideo recombinante, foram
isoladas 10 col6nias obtidas da transformacédo que foram repicadas em 2 ml de meio
cultivo Luria Bertani (LB), contendo canamicina e cultivadas a 37° C por 16 a 18 horas.

Os DNAs plasmidiais foram extraidos por lise alcalina como descrito na seg¢éo, para
confirmar a presenga do inserto nos diferentes clones, foi primeiramente feita uma
triagem através de digestdo com a enzima de restricdo EcoRI cujos sitios estdo
localizados nas regides flanqueadoras da regido de inser¢cao do fragmento no
plasmideo pCR2.1-TOPO. Clones que mostraram a presenga de um fragmento de DNA

adequado foram tratados concomitantemente, com as endonucleases de restricao.

pCR®2.1-TOPO®

3.9 kb

Figura 4. Representagdo esquematica do plasmideo pCR2.1-TOPO. Em destaque, na figura, estdo os
principais elementos do plasmideo: genes de resisténcia aos antibiéticos ampicilina e canamicina; origem
de replicagao derivada do virus f1 (f1 ori) e de PUC (pUC ori); o promotor lac (Plac); a seqiéncia de
Lacz_ _e a sequéncia do sitio de clonagem de produtos de PCR e os sitios para as enzimas de restrigao.
Fonte: http://www.invitrogen.com/content/sfs/vectors/pcr2_1topo_map.pdf.
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Isolamento de fragmentos de DNA de gel de agarose

Para o isolamento de fragmentos de DNA de gel de agarose, foi utilizado
StrataPrepTM DNA Gel Extraction Kit (Stratagene).

O fragmento de DNA, separado em gel de agarose 1%, foi visualizado por
coloragdo com brometo de etideo e iluminagdo com luz ultravioleta em transluminador.
A regiao contendo o fragmento de cDNA foi cortada e retirada do gel, colocada em tubo
de microcentrifuga e a ele foram adicionados 300 ul de Tampao de Extragdo de DNA. O
material foi incubado a 55° C, por 10 minutos, para dissolver o gel. A solucéao foi, entéo,
transferida para uma microcoluna contendo matriz de fibra, que foi colocada em novo
tubo de microcentrifuga. Foi realizada uma centrifugagao a 14.000 x g por 30 segundos.
O liquido foi descartado, e a microcoluna foi novamente assentada sobre o tubo.
Adicionaram-se 750 uL de Tampao de Lavagem (Tris-Hcl 5 mM pH7,5; NaCl 50 mM,;
EDTA 1,25 mM EDTA; Etanol 50%) e centrifugou-se novamente nas mesmas
condicdes. Descartou-se o liquido, e nova centrifugacao foi realizada. A microcoluna
contendo o DNA foi, entdo, transferida para outro tubo de microcentrifuga e a ela foram
adicionados 50 pl de TE (Tris-Hcl 10 mM pH8,0; EDTA 1 mM) para eluir o DNA. Apos
cinco minutos de incubacdo a temperatura ambiente, seguiu-se outra etapa de
centrifugagdo nas mesmas condigdes anteriores. A microcoluna foi entdo descartada e

o DNA eluido em TE ficou retido no tubo.

Clonagem de BTC em PIRES2-EGFP (CLONTECH)
O fragmento de DNA clivado do sitio EcoRI e extraido do gel de agarose foi
clonado no plasmideo pIRES2-EGFP (Fig. 5). O plasmideo pIRES2-EGFP foi utilizado

como plasmideo para expressao de BTC em células eucaridticas (nesse caso, células

MSCs). Ele apresenta resisténcia a Canamicina, Neomicina, o gene reporter da
proteina verde fluorescente (EGFP) e um sitio de entrada ribossomal (IRES). Isso
permitiu que a BTC e a EGFP fossem traduzidas a partir de uma molecula bicistronica
de RNA mensageiro.

O produto da clonagem em pCR2.1-TOPO foi liberado por clivagem com a
enzima EcoRI e clonado em plRES2-EGFP no sitio de EcoRIl, donwstream ao

promotor de citomegalovirus e upstream ao sitio de entrada ribossomal de ECMV, ao
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gene EGFP, e a ao sinal de poliadenilagdo. A clonagem foi realizada por meio de

ligagéo.

MCS

(591-566)

HSV TK
' poly A IRES

pIRES2-EGFP
5.3kb EGFP

Kan'/
Neo'
SV40 ori SV40

391 601 611 621 631 641 651 b1

GCTAGCGCTACCGGACTCAGATCTCGAGCTCAAGCTTCGAATTCTGCAGTCGACGGTACCGCGGGCCCGGGATC IRES

Nhel Ecoa7 1| Bglll Xhol Himd Il EcoR1 pst| Sall  Kpnl Apal | BamH|
Sac| Accl Aspl181 | Bspl201
Ecit36 1l Sacll Xmal
Smal

Figura 5. Representacao esquematica do plasmideo pIRES2-EGFP e da seqiiéncia do sitio de clonagem
multipla. Em destaque, na figura, estdo os principais elementos do plasmideo: genes de resisténcia aos
antibiéticos canamicina e neomicina (gentamicina); origem de replicagcao derivada do virus F1; origem de
replicagdo de PUC; promotor e origem de replicagdo de SV40; o promotor do CMV, sinal de
poliadenilagdo de SV40, sitio de entrada ribossomal IRES, e o sitio de policlonagem. Na parte inferior da
figura, estao representados a seqiiéncia da regido de clonagem e os sitios para as enzimas de restrigao.

Fonte: http://www.invitrogen.com/content/sfs/vectors/pcdna4to.pdf

Ligacdo de extremidades de DNA

A reacéo de ligagao foi realizada em um volume de 20 uL. Foram utilizados 2 uL

de tampéao de ligase 10X (Tris-Hcl 400 mM, MgCI2 100 mM, DTT 100 mM, 5 mM ATP;
pH 7,8), 1 uL de T4 DNA ligase 5 U/ uL (Fermentas), 5ng de vetor plasmidial e o 50ng

do fragmento. A reagao foi incubada a 22° C durante 12 horas.
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Digestdo por endonucleases de restricio

Para checar a orientacédo e presencga do inserto no plasmideo, foram realizadas
clivagens com as seguintes enzimas de restricdo: EcoRI (Fermentas); Kpnl and Smal
(New England Biolabs). Quantidades de 0,1 pg a 0,5 pg (para analise de clones
recombinantes) e 0,5 ug a 1 ug de DNA plasmidial (para extracdo de fragmentos de
DNA em gel de agarose) foram utilizadas. O tampéao de restrigdo 10x especifico para
a(s) enzima(s) utilizada(s), segundo o fabricante, foi adicionado para concentracéo final
de 1x. Quantidades apropriadas de enzima foram adicionadas, tendo como base que
uma unidade de enzima digere 1ug de DNA em uma hora. Para completar o volume
final da reacéo foi adicionada H,O deionizada. A reacéo foi incubada na temperatura

adequada para a enzima utilizada.

Linhagem de bactéria utilizada

Foram utilizadas bactérias Escherichia coli (E. coli) eletrocompetentes da
linhagem JM109.

Meios de cultura para bactérias

Meio LB (Luria-Bertaini) — triptona 10 g/L, NaCl 5 g/L, extrato de levedura 5 g/L
para meio liquido, adicionado de 2% de agar, quando meio sélido e 0,67% para meio
semi-solido. Meio SOC - triptona 20 g/L, extrato de levedura 5 g/L, NaCl 0,5 g/I, Kcl 2,5
mM, ajustado para pH 7,0 e adicionado MgCl; para concentragao final de 7 mM e

glicose 20 mM.

Preparacao de células de E. coli eletrocompetentes

Em 500 mL de meio LB, foram inoculados 5 mL de uma pré-cultura de E. coli
JM109, crescidas por 16 a 18h em meio LB. As células foram crescidas com agitacéo
vigorosa de 300 rpm até que a cultura atingisse uma densidade o6ptica de 0,5 a 0,7
Asoonm © incubadas no gelo por 15 a 30 minutos. A cultura gelada foi, entao,
centrifugada por 20 minutos a 3.200 x g, em centrifuga Hettich (modelo Rotina 46R,
com rotor oscilante modelo 4624) a 4°C. O sobrenadante foi totalmente retirado, e as

células ressuspensas em 500 mL de glicerol 10% estéril a 4°C. A suspensao foi
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centrifugada como anteriormente e o precipitado foi ressuspenso em 250 mL de glicerol
10% a 4°C. Procedeu-se a nova centrifugagcdo, o sobrenadante foi novamente
descartado e as células ressuspensas em 20 mL de glicerol 10%. O mesmo passo de
centrifugacao foi realizado novamente para coletar as células, as quais foram entéo
ressuspensas em um volume final de 1 a 2 mL de glicerol 10% a 4°C. As células foram

fracionadas em aliquotas de 40 ul e congeladas a -80°C para posterior utilizag&o.

Transformacao de E. coli por eletroporacao

As aliquotas de 40uL de ino6culos de E. coli foram descongeladas em
temperatura ambiente e colocadas imediatamente no gelo. Ao tubo foi adicionado DNA
plasmidial suspenso em agua ou TE (Tris-Hcl 10 mM pH 8,0; EDTA 1 mM) (maximo de
3 pL), que foi incubado no gelo por 1 minuto. As constantes elétricas utilizadas para a
eletroporagao foram: capacitancia, 25uF; resisténcia, 200 mQ e voltagem, 2,5 kV (foram
utilizadas cubetas de 0,2 cm). A suspensao de células foi transferida para o fundo de
uma cubeta gelada, colocada na camara do eletroporador Gene Pulser XCell (Bio-Rad
Laboratories, Inc.), e o pulso elétrico gerado. Apds o pulso elétrico, a cubeta foi
imediatamente retirada da camara, e as células foram coletadas com 1 mL de meio
SOC. A suspensao foi transferida para um tubo de ensaio e incubada a 37 °C, por uma
hora. Apos esse tempo, as culturas foram transferidas para tubos de microcentrifuga, e
as células foram entao centrifugadas a 13.000 x g por trés minutos em microcentrifuga
Eppendorf (modelo 5417C), ressuspensas em 300 pyL de meio SOC, plaqueadas em

meio LB agar contendo canamicina 30 ug/mL e incubadas por 16 horas a 37° C.
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Extracdo de DNA plasmidial

Para a extracdo de DNA, inocularam-se bactérias de uma colbénia isolada em 2
mL de meio LB, contendo o antibidtico para selegdo. Essas bactérias foram crescidas a
37°C, com agitacédo durante 16 horas. Um volume de 1,5 mL das culturas foi transferido
para tubos de microcentrifuga e centrifugado a 12.000 x g por 30 segundos, em
microcentrifuga. O sobrenadante foi descartado, as células foram lavadas com 1mL de
solucdo salina (NaCl 0,9%) e centrifugadas nas mesmas condigcbes anteriores. A
solugao salina foi descartada, as células foram ressuspensas em 100 uL de solucao de
formagéao de protoplastos (SFP) (glicose 50 mM, EDTA 10mM, Tris 25 mM pH8,0)
através de agitagcdo em vortex. Apds incubagao no gelo por 10 minutos, 200 yL de
solugéo de lise (NaOH 200 mM, SDS 1%) foram misturados a suspenséo através de
agitacdo em vortex. O tubo foi incubado no gelo por cinco minutos e apds foram
adicionados 150 pL de acetato de sédio 3M pH 4,8, misturando-se, novamente, por
agitacdo. O tubo foi incubado no gelo por 15 minutos e centrifugado por cinco minutos,
a 12.000 x g obtendo-se o sobrenadante contendo o DNA que foi transferido para novo
tubo de microcentrifuga, ao qual foi adicionado 1 mL de etanol absoluto gelado. Seguiu-
se nova etapa de centrifugagdo por 10 minutos a 14.000 x g. O sobrenadante foi
descartado e ao precipitado de DNA foram adicionados 500 uyL de etanol 70% para
retirar o excesso de sal. Nas mesmas condi¢des, foi realizada nova centrifugacéo e o
sobrenadante foi descartado. O DNA foi desidratado em temperatura ambiente e
ressuspenso num volume de 20 a 50 yL de H20 deionizada. A essa solugao foram
adicionados 10 pg de RNase-A (Invitrogen), incubando-se por 20 minutos em

temperatura ambiente.

Extracdo de dna plasmidial de bactérias utilizando “kit” comercial

Para extracdo de DNA plasmidial de bactérias através de kit, foi utilizado o
Transfection -grade plasmid DNA Nucleobond PC500 (Macherey Nagel) conforme a
indicagcao do fabricante. Uma colbnia isolada de E. coli foi pré-inoculada em 5 mL de
meio LB contendo 30 ug/mL de canamicina cultivadas por 16 a 18 horas, sob agitacdo a
37°C. O clone foi, entao, repicado com 1% (5mL) de pré-inéculo em 500 mL de LB com

canamicina na mesma concentragao, sob agitacdo (250 rpm) a 37°C. O cultivo foi



22

expandido a 37° C, sob agitagéo, por 12 a 16 horas até atingir uma ODggo. A cultura foi
centrifugada a 3.200 x g, por 10 minutos, e o sobrenadante foi descartado. O
precipitado foi ressupenso em 12mL de Solugdo de Ressuspensédo (Tris-Hcl 50 mM
pH7,5; EDTA 10 mM; RNase 100 pug/mL) por agitagdo em vértex. As células foram
transferidas para tubos cilindricos de 50 mL e foram adicionados 12mL de Solug¢ao de
Lise Celular (200 mM NaOH; SDS 1%). A solucdo foi misturada cinco vezes por
inversdo e foi incubada a temperatura ambiente por cinco minutos. Foram adicionados
12mL de Solugcdo de Neutralizagdo (guanidina hidrocloridrico 4,09 M; Acetato de
potassio 0,759 M; Acido acético glacial 2,12 M) e imediatamente misturou-se quinze
vezes por inversdo. A mistura foi centrifugada a 14.000 x g, durante 10 minutos. Para o
isolamento e purificacdo do DNA plasmidial, o lisado foi transferido para uma coluna de
purificagdo, que foi inserida em um tubo cilindrico coletor de 50 mL. Apds, foram
adicionados 25mL de Solugdo de Lavagem de Coluna (Acetato de potassio 60 mM;
Tris-Hcl 8,3 mM pH7,5; 0,04 EDTA pH8,0, Etanol 60%) . O filtrado foi descartado. A
coluna foi acoplada a um tubo cilindrico de 50 mL. O DNA foi eluido por adicdo de
15mL de solucéo de eluigdo (Tris-Hcl 10 mM pH 8,0; EDTA 1 mM). Apds, a coluna foi
descartada e ao tubo foi adicionado 10,5mL de isopropanol a temperatura ambiente em
vortex por dois minutos para promover a precipitagdo do DNA. Seguiu-se uma etapa de
centrifugagao a 15.000 x g por 30 minutos a 4°C. Apds a centrifugagcao, o sobrenadante
foi descartado e o DNA foi desidratado em temperatura ambiente e ressuspenso num

volume de 1mL de H20 deionizada. O DNA plasmidial foi armazenado a -20°C.

3.2- Isolamento e caracterizagao das MSCs
Extracdo das MSCs

Para a extracdo de células-tronco mesenquimais foram utilizados como

doadores ratos Wistar com peso entre 200 a 350g fornecidos pelo Biotério da UFRGS
(CREAL). Os animais foram eutanasiados em camara de CO; na Unidade de
Experimentacdao Animal do Centro de Pesquisas do HCPA e dissecados com utilizacao
de material cirurgico estéril. Os fémures foram removidos, acondicionados em placa de
Petry estéril contendo aproximadamente 10mL de PBS estéril (8 g of NaCl, 0.2 g of KCl,
1.44 g of NayHPO,, 0.27 g of KH,PO,4 para 1 litro H,O) suplementado com 1% de
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solugao de antibiético (Penicilina/Estreptomicina) (Invitrogen) e levados até o laboratério
onde foram processados em fluxo laminar.

Os fémures foram entdo transferidos para uma nova placa de Petry estéril. As
epifises dos ossos foram retiradas. A agulha de uma seringa contendo meio D-MEM
(Invitrogen) suplementado com 1% solugcdo antibidtica foi inserida em uma
extremidades do osso, o émbolo da seringa foi pressionada promovendo assim a
liberagdo da medula em um tubo falcon de 15mL. A medula 6ssea foi desagregada com

a seringa (por aspiragdes e despejos sucessivos).

Cultivo primario das MSCs.

A suspensao celular formada pela desagregacao da medula foi centrifugada 300-
400 x g por 5 minutos a temperatura ambiente (Eppendorf) o sobrenadante foi
descartado. As células foram novamente ressuspesas em 10 mL de PBS estéril e
centrifugadas a 300-400 x g por 5 minutos. O meio de cultivo do sobrenadante foi
descartado e as células foram ressuspensas em 5mL de meio DMEM completo (10%
SFB, 1% AB, 15 mM Hepes) e quantificadas em camara de Neubauer. Foram
plaqueadas 1x10 7 células/ frasco de cultivo T25 (TPP). Os frascos de cultivo foram
incubadas em estufa umidificada com 5% de CO, no ar, a 37° C. Apds 72 horas do
plagueamento, o meio de cultivo foi aspirado (juntamente com as células nao
aderentes) e foi adicionado novo meio DMEM completo. Quando as células
apresentaram confluéncia de 70% foram subcultivadas.
Subcultura das MSCs

Quando atingiam 70-80% de confluéncia, as MSCs foram subcultivadas.

Removia-se o meio de cultivo, e a monocamada era lavada por pelo menos duas vezes
com PBS. Apds, era adicionado aproximadamente 1mL de tripsina-EDTA (Gibco) e as
células eram incubadas a 37°C por 5 minutos. Apds a incubacgao, a tripsina era
inativada por adicdo de 5mL meio de cultivo completo. As células eram quantificadas
em camara de Neubauer e semeadas na concentracdo 12,5x10* células /frasco de
cultivo T25.

Curva de crescimento (Number of population doublings)
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Para ter uma estimativa do crescimento populacional, durante o experimento
frascos T25 foram semeadas com 12,5 x 10* células. Apés 48 horas de cultivo, os
frascos eram tripsinizados e o numero de células quantificado em camara de Neubauer.
A estimativa de dobros populacionais foi realizada utilizando-se a férmula:

NPD= Log10 (N/No) x 3,33
onde No= Numero de células plaqueadas e N= numero de células obtidas apos 48

horas de cultivo.

Ensaio CFU-F

Foram plaqueadas 2,25 x 10° células viaveis/pogo, em uma placa de 6 pocos. As

células foram incubadas em estufa umidificada com 5% de CO;, no ar, a 37° C. 72 horas
apés o plaqueamento, o meio foi aspirado e foi adicionado 2 mL de meio fresco em
cada pocgo. No 13° dia, o meio foi removido, as células fixadas com formalina 4% e

coradas com Giemsa por 2,5 minutos a temperatura ambiente.

Imunofenotipagem

As células foram avaliadas por imunofenotipagem nas seguintes passagens PO
(no momento da extragao), P1 (apds a primeira tripsinizagéo), P2 (apds a segunda), P3
(ap0s a terceira tripsinizagédo). As células foram quantificadas em camara de Neubauer
e aproximadamente 1 x 10° células foram preparadas em cada dia de analise. As
suspensoes celulares foram transferidas para tubos cilindricos estéreis e lavadas duas
vezes com PBS por centrifugagdo 500 x g por 5 minutos. As células foram entéo
ressuspensas em 200 pyL de PBS e incubadas por 20 minutos a 4 °C com os seguintes
anticorpos: anti-CD45/FITC, anti-CD34/PE, anti-CD90/FITC, anti-CD11b/c/PE, anti-
CD44/FITC e anti-CD29/PECy5. Anticorpos anti IgG1, 1gG2a e IgM com PE e FITC
foram utilizados como controle de isotipo das imunoglobulinas dos anticorpos primarios.
Apdés a incubacgao, as células foram lavadas com PBS por centrifugacéo e finalmente
ressuspensas em 500 pL. A suspensao celular foi analisada no citdmetro de fluxo BD
FACS-Calibur (Becton & Dicknson), que possui um sistema com laser capaz de detectar
até trés fluorocromos excitados por 488nm. As amostras foram analisadas em cellquest
e PAINT-A-GATE software.
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Diferenciacoes

Ap6s a décima passagem, 0,9 x10* MSCs foram semeadas em placas de cultivo
de 6 pogos (TPP). Quando as culturas atingiram 60% de confluéncia, foi iniciado o
protocolo de diferenciacdo que consiste na adicao de reagentes especificos ao meio de
cultivo. Quando em confluéncia, as células tiveram o meio de cultivo removido e
substituido por meio de inducédo de diferenciacdo. O qual era substituido 2 vezes por
semana, durante 3 a 4 semanas.
Meio para indugao osteogenica-(PHINNEY et al., 1999) — DMEM 15 mM Hepes, 10%
SFB, 1% AB, 10® mol/L Dexametasona, 5 pg/uL Acido Ascorbico 2-Fosfato (Sigma) e
10 mM/L B-Glicerolfosfato (Sigma).
Meio para indug¢ao adipogénica-(MEIRELLES e NARDI, 2003)- DMEM 15 mM
Hepes, 10% SFB, 1% AB, 10® mol/L Dexametasona (Sigma) , 5 ng/mL Insulina e 50

ug/mL Indometacina (Sigma).

Deteccédo das diferenciacoes

A deteccdo das diferenciagdes foi realizada por coloragdo com corantes
especificos. Desta forma, a diferenciacdo osteogénica foi detectada por coloragdo com
Vermelho de Alizarina, que cora matriz extracelular rica em Calcio, e a diferenciagao
ostogénica foi detectada por coloragdo com Oil Red que tinge vacuolos de gordura. As
coloragdes foram realizadas da seguinte forma: A monocamada de células foi lavada
com PBS, fixada por 20 minutos com Paraformaldeido 1x (4g de paraformaldeido em
100 mL de PBS). Apos a fixagdo as células foram lavadas uma vez com agua
deionizada e a monocamada foi coberta com solugdo de Vermelho de Alizarina (2g de
Vermelho de Alizarina em 100 mL de agua deionizada pH 4,1), ou solug¢ao de Oil Red
(3,75 g de Oil Red O em 100 mL de Isopropanol). A solugédo corante permaneceu em
contato com a monocamada por 5 minutos. Apds, a monocamada de células foi lavada
varias vezes com agua deionizada e a placa de cultivo foi levada ao microscopio

invertido (Nikon Eclipse TE 2000-U) para analise microscépica e fotodocumentagao.

3.3- Transfec¢ao Génica e ensaios in vitro
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Transfeccdo das MSCs por eletroporacio

MSCs entre entre 10% e 152 passagem foram transfectadas por eletroporagéo.
As células foram trispsinizadas e removidas de garrafas de cultivo T75 (TPP),
quantificadas em camara de Neubauer. Um milh&o de células foi ressuspenso em meio
de cultivo DMEM sem soro e sem antibiético. A suspensao celular foi colocada em
Cubeta de 4mm. Neste momento, foram adicionados 60 pg do plasmideo pIRES2-BTC-
EGFP (plasmideo que contem como inserto o gene da Betacelulina) ou 60 ug do
plasmideo pIRES2-EGFP (somente o plasmideo comercial, sem o inserto). Este ultimo
foi utilizado como controle. Apds a adicdo do DNA, a suspensdo de células foi
incubada por 5 minutos a temperatura ambiente. Em sequéncia, a cubeta foi transferida
para o eletroporador Gene Pulser XCell (Bio-Rad Laboratories, Inc.) e o pulso elétrico
foi gerado. As constantes elétricas utilizadas para a eletroporagao foram: capacitancia
950 pF, resisténcia 200QQ m e voltagem 350 V. Apds a eletroporagao as células foram
incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente e entdo colocadas em placas de
cultivo de 6 pogos (TPP) contendo 10 ml de meio H-DMEM 15 mM Hepes, 10% SFB,
1% AB, 10 mM Nicotinamida (Acros) e armazenadas em incubadora de CO; a 37°C.
Vinte e quatro horas apds a transfeccdo, o meio de cultivo foi substituido por meio
fresco e a transfecgao avaliada em microscopio invertido com filtro de fluorescéncia
procurando evidenciar células EGFP positivas. Quarenta e oito horas apds a

transfeccao iniciou-se a sele¢ao das células transfectadas.

Selecio das células em cultivo

Para a selecdo das células transfectadas foi adicionada Geneticina (Gibco) ao
meio de cultivo. O plasmideo continha o gene de resisténcia ao antibidtico, dessa
forma, as células positivamente transfectadas sobrevivem a presenca do antibiético,
enquanto células que nao expressam o plasmideo morrem. Para a selegdo foi
inicialmente realizada um curva de sensibilidade a Geneticina em MSCs. As
concentragdes utlizadas na curva de sensibilidade foram 200 , 400, 600, 800, 1000,
1200, 1400 e 1600 pg de Geneticina por mL de meio de cultivo completo. Durante o
estabelecimento da curva de sensibilidade o meio de cultivo contendo geneticina era

substituido por meio fresco contendo a mesma concentragcao de antibiédtico a cada 24
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horas e as células avaliadas em microscopio invertido. Apés uma semana de curva de
sensibilidade, a identificacdo da concentragdo ideal para a selegdo da populagao
transfectada foi evidenciada, esta concentracdo foi utilizada na selegdo de células

durante todo o experimento.

Imnunofluorescéncia para BTC

Para a comprovacido da expressdao de BTC em MSCs, foi realizado ensaio de
imufluorescéncia com anticorpo anti-mouse BTC (R&D Systems). Para tal, MSCs 4
dias apos a eletroporacgéo foram fixadas com 4% Formalideido em PBS por 15 minutos
a temperatura ambiente. Apds a fixacao, as células foram permeabilizadas pela adicao
de Metanol 100% a 4°C e incubadas por 10 minutos a -20°C. Em seguida, as células
foram lavadas com PBS por duas vezes e bloqueadas com PBS/Triton 5% BSA por 60
minutos a temperatura ambiente. Apés a remogao do PBS/Triton 5% BSA, as células
foram lavadas uma vez com PBS/Triton e incubadas com o anticorpo anti-mouse BTC
(R&D Systems) na concentragédo 1:100 em PBS/Triton overnight . Apds a incubagao, o
anticorpo primario foi removido, e foi adicionado o anticorpo secundario Anti-Goat IgG
Cy3 (Sigma) na concentracao 1:500 e incubado por 1 hora em camara escura a
temperatura ambiente. Apds o final de reacdo, as células foram analisadas e
fotodocumentadas em microscopio 6ptico invertido (Nikon Eclipse TE 2000-U) com filtro

para fluorescéncia vermelha.
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Ensaio de liberacdo estatica de insulina

As células transfectadas foram plaqueadas em uma concentragdo 1x10° células/
poco em uma placa de 24 pocos (TPP). A secrecdo de insulina nas células
transfectadas foi capturada pelo método de liberacao estatica (LUMELSKY et al., 2001).
As células foram incubadas em tampé&o Krebs-Ringer Buffer (KRB) (120 mM NaCl, 5
mM KCI, 2,5 mM CaCly, 1.1 mM MgCl,, 25 mM NaHCOs e 0,1% BSA). Um inibidor dos
canais de Calcio (Nifepidina, Sigma) foi adicionado ao meio 30 minutos antes da
substituicdo do meio de cultivo pelo tampao KRB. O meio foi removido, as células
lavadas com KRB e incubadas por 15 minutos com tampao KRB 2,7 mM Glicose a 37°.
Apods, a primeira incubagcdo, as células foram incubadas por 1 hora a 37°C com
diferentes concentragdes de glicose em 200 uL de KRB (5 mM, 30 mM e 50 mM
glicose). Apos o periodo de incubagao, o KRB foi coletado e armazendo em microtubos
a -80°C até a realizacdo do radioimunoensaio para a dosagem da insulina. Foram
analisadas células transfectadas com pIRES2-EGFP-BTC e com o plasmideo vazio nos

dias 4, 8, 12 e 16 pos transfecgdo. Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

Radioimunoensaio

A quantidade de insulina imunorreativa nos sobrenadantes foi determinado por
radioimunoensaio utilizando o kit Rat Insulin RIA 13K (Linco) de acordo com instrugdes
do fabricante. Resumidamente a cada tubo foi adicionado 100 uL de anticorpo anti-

insulina, 100 pL de I

insulina (insulina marcada com iodo radioativo) e 100 ul das
amostras. Procedeu-se um periodo de incubacdo de 24 horas e os imunocomplexos
foram precipitados com solugdo de 160 mL/L Polietileno Glicol. Um contador gama foi
utilizado para determinar a presengca de radioatividade nos precipitados. As
determinagdes foram realizadas em duplicata. O ensaio radioativo foi realizado no
Servico de Patologia Clinica do HCPA- Bioquimica e Imunoensaio, por técnica

licenciada na Comissao Nacional de Energia Nuclear.

Imunocitoquimica insulina

Para deteccdo da presenca de insulina nas células transfectadas foi realizado

ensaio de imunocitoquimica com anticorpo anti-insulina. As MSCs 10 dias apés a
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eletroporagcao foram fixadas com 4% Formaldeido em PBS por 15 minutos a
temperatura ambiente. Apds a fixacao, as células foram permeabilizadas pela adi¢ao de
Metanol 100% a 4°C e incubadas por 10 minutos a -20°C. Apds, foi adicionado perdxido
de hidrogénio 5%. Em seguida, as células foram lavadas com PBS por duas vezes e
bloqueadas com PBS/Triton 5% BSA por 60 minutos a temperatura ambiente. Apos a
remocao do PBS/Triton 5% BSA, as células foram lavadas uma vez com PBS/Triton e
incubadas com o anticorpo Anti-insulina policlonal (Dako) na concentragdo 1:300 em
PBS/Triton overnight . Apds a incubagéao, o anticorpo primario foi removido, as células
foram lavadas por 3 vezes com PBS e foi adicionado o anticorpo secundario na 1:3000
as células foram incubadas a temperatura ambiente por 1 hora, o anticorpo foi entao
removido e as células lavadas por duas vezes com PBS. Em seguida foi adicionado
Streptoavidina (incubando por 30 segundos) e DAB (também por 30 segundos). A
monocamada de células foi lavada com agua destilada e contracorada com
Hematoxilina por 20 a 30 segundos. Apds, as células foram analisadas em microscopio

optico.

Extracdo de RNA das células transfectadas

Para verificar a expressao génica nas células transfectadas, foi realizada
extracdo de RNA em células MSCs 14 dias apds a transfecg¢ao utilizando-se o kit SS I
First Strand super mix (Invitrogen). O protocolo de extragdo seguiu as normas do
fabricante. Um volume de 0,3 mL de solu¢do de lise (NaOH 200 mM, SDS 1%) foi
utilizado para 1 x 10° célulass Com uma seringa com agulha de 18 gauge foram
realizadas multiplas aspiracdes e despejos para auxiliar no processo de lise celular. O
material foi entdo centrifugado a 2.600 x g por 5 minutos e transferido para um novo
tubo de microcentrifuga. Ao novo tubo foi adicionado 0,3 mL de Etanol 70% em agua
DEPC (1 mL de Dietilpirocarbonato (Sigma) a 1 litro de agua destilada). A solugao foi,
entdo, transferida para uma microcoluna contendo matriz de fibra que foi colocada em
novo tubo de microcentrifuga. Foi realizada uma centrifugagdo a 12.000 x g, por 30
segundos.

O liquido foi descartado, e a microcoluna foi novamente assentada sobre o tubo.
Adicionaram-se 700 uL de Tampéao de Lavagem (Tris-Hcl 5 mM pH7,5; NaCl 50 mM,;
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EDTA 1,25 mM EDTA; Etanol 50%) e centrifugou-se novamente nas mesmas
condi¢cdes. Descartou-se o liquido, e nova centrifugacao foi realizada. A microcoluna
contendo o DNA foi, entdo, transferida para outro tubo de microcentrifuga e a ela foram
adicionados 50 ul de H,O DEPC para eluir o DNA. Apds cinco minutos de incubacéao a
temperatura ambiente, seguiu-se outra etapa de centrifugagcdo nas mesmas condi¢des

anteriores. A microcoluna foi entdo descartada, e o RNA eluido ficou retido no tubo.

Analise da integridade de RNA e quantificacdo

Para avaliar a integridade do RNA obtido, 5 uL de volume da extragcédo foi
fracionado por eletroforese em gel de agarose 2% em 0,5X TBE (Tris-HCI 44,5mM,
acido bodrico 44,5 mM, EDTA 1mM). A amostra de RNA foi adicionada de tampao de
amostra (azul de bromofenol 0,25%, glicerol 30%, EDTA 1 mM) e aplicada no gel que
continha 0,5 ug/mL de brometo de etideo. O gel foi submetido a voltagem de 80-100 V
em tampao 0,5X TAE. O RNA foi visualizado por iluminacéo ultravioleta a 512 nm, e
fotografado em maquina digital (Nikon). A concentragdo de RNA foi determinada por
mensuragédo de densidade 6ptica em filtro de 260 nm (ODyg) utilizando a calculadora
GeneQuant RNA/DNA.

Sintese de cDNA
Os RNAs extraidos de MSCs apds quatorze dias de transfecdo com pIRES2-
EGFP-BTC, pIRES2-EGFP (plasmideo vazio) , MSCs nao transfectadas (controle

negativo para expressao génica) e células de insulinoma da linhagem RINm5f

(controle positivo para expresséo génica) foram utilizados para a sintese de cDNAs.
As reacbes para sintese de cDNA foram realizados em DNA “Thermal Cycler” (MJ
Research). Foram realizadas reagdes de 20 uL que continham 1ug de RNA, 1,6 uL
de Oligod(T)e (50 pM m 10 mM Tris-HCI pH 8.3) (Invitrogen), 2 puL de 10 uM
dNTPs (Invitrogen), 1 uL de MuLV transcriptase reversa (50 U/uL - Invitrogen), 4 uL
5X buffer MuLV (Invitrogen), 1 pL de 0,1M DTT (Invitrogen). As reagdes foram
mantidas por uma hora a 42°C, 5 minutos a 99°C, resfriados a 4°C e armazenados a

—20°C até o uso.
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Reacoes de PCR

As reacbes de polimerizagcdo em cadeia (PCR) foram realizadas em aparelho

termociclador DNA “Thermal Cycler” (MJ Research), modelo PTC 100.As reacdes
continham 1 pg de cDNA , 0,2 uM de cada oligonucleotideo iniciador, 0,2 mM de
dNTPs, 1,5 mM de MgCI2, 0,5 U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen) em 10x (Tris-Hcl
200 mM pH 8,4; KCI 500 mM) em um volume de um décimo do volume final da reacgéo.
A reacéao foi incubada por um minuto, a 94 °C, seguida de 40 ciclos de incubagdes a
94°C, por um minuto, a 55°C — 65°C, por um minuto (dependendo do conjunto de
iniciadores utilizados) e a 72°C, por um a dois minutos (dependendo do tamanho do
fragmento que estava sendo amplificado). Por ultimo, seguiu-se incubagéo a 72° C, por

10 minutos.

Desenho dos Iniciadores (primers)

Os iniciadores utilizados para as reagcdes de PCR foram desenhados com base
nas sequéncias codificadores dos genes: INS1, PDX1, PAX4, NKX6.1, B-TUBULINA.

Nome do primer Seqiiéncia
Insulina 1 (187 bp) 5- GGG GAACGT GGT TTC TTC TA-3’
5- TAG ACG AGG GAG ATG GTT GAC C-3
PDX1 (490bp) 5- TAG TGA GGA GCA GTA CTA CG-3
5’- AGA ATT CCT TCT CCA GCT CC-3
PAX4 (241 bp) 5-TGG CTT TCT GTC CTT CTG TGA GG-3
5’- TCC AAG ACT CCT GTG CGG TAG TAG-3’
NKX6.1 (279bp) 5’- ATG GGA AGA GAA AAC ACA CCA GAC-3
5-TAATCGTCG TCG TCC TCC TCG TTC-3’
BTC (659bp) 5’-GGC CCA GGA AGG GCA TAG AGA-3’
5-ATG AGT CAG GTC TTT TGT AGC TTG-3
B- TUBULINA (317bp) 5-GGAACATAGCCGTAAACTGC-3

5-TCACTGTGCCTGAACTTACC-3’

Figura 6: Quadro com o desenho dos primers .

Eletroforese horizontal de DNA em gel de agarose e documentacdo
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Eletroforese de DNA foi realizada em gel de agarose 1% em 0,5X TAE (Tris-Hcl
44,5 mM, acido bodrico 44,5 mM, EDTA 1 mM). A amostra de DNA foi adicionada de
tamp&o de amostra (azul de bromofenol 0,25%, glicerol 30%, EDTA 1 mM), e aplicada
no gel contendo 0,5 ug/ml de brometo de etideo. O gel foi submetido a voltagem de 80—
100V em tampéao 0,5X TAE. O DNA foi visualizado por iluminagdo ultravioleta, a 512

nm, e fotografado em maquina digital (Nikon).

3.4- Ensaios in vivo

Modelo Animal

O experimento seguiu as Diretrizes para a Utilizagcdo de Animais em Experimentos
Cientificos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
Ratos Wistar machos, adultos jovens pesando entre 250 e 350 g foram obtidos Biotério
da UFRGS (CREAL). Os animais foram alimentados com ragédo e agua “ad libitum”, em
ciclo de sono vigilia de 12 horas e foram mantidos na Unidade de Experimentagdo Animal
do Centro de Pesquisas do HCPA. A inducado de diabetes foi realizada por uma unica
injecao intraperitonial de Streptozotocina (Sigma) 70 mg/kg em Tampao Citrato Fosfato
(Citrato de Sédio 0,1 M, Acido Citrico 0,1 M pH4,5). A glicemia foi avaliada utilizando
glucometro (Optium Xceed, Abbott). Foi realizada medida da de glicemia antes e uma
semana apods a injegdo da droga. Foram considerados diabéticos os animais que
apresentaram glicemia superior a 300 mg/dL.
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Transplante das células

Os animais foram divididos em dois grupos, cada um contendo 11 ratos.
Grupo BTC — os animais receberam 4 x 10° células-tronco mesenquimais transfectadas
com o plasmideo pIRES2-BTC-EGFP.

Grupo _controle- os animais receberam 4 x 10° células-tronco mesenquimais

transfectadas com pIRES2-EGFP (plasmideo vazio).

Para o transplante, os animais foram anestesiados com Ketamina 100 mg/kg
Xilasina 10 mg/kg. Apos a anestesia, os animais foram colocados em decubito dorsal,
foi realizada tricotomia na area abdominal e assepsia com alcool idodado. Foi realizada
um incisdo na linha alba e o rim esquerdo foi exposto. Com uma seringa de 1mL, as
células foram depositadas suavemente entre o parénquima do rim e a capsula renal em
um volume de 50 pL de PBS. Apods, a injecdo foi realizada sutura utilizando fio
mononylon 3.0. Como analgesia, os animais receberam uma injegcdo de dipirona 400

mg/kg intramuscular.

Analise pds transplante

Apods o transplante, os animais foram mantidos em ciclo de sono vigilia de 12
horas e foram mantidos na Unidade de Experimentacdo Animal do Centro de Pesquisas
sem restricdo na dieta. Nos dias 14, 21, 28 e 35 apds o transplante os animais foram

pesados em balanga de preciséo e a glicemia foi mensurada através de glucémetro.
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Eutanasia

No 35° dia apds o transplante, os animais foram eutanasiados em camara de
CO,. Os rins e pancreas foram coletados, fixados em formalina 10% e incluidos em
bloco de parafina para confeccdo de lédminas. As laminas foram coradas com

hematoxilina-eosina (HE) e analisadas em microscépio éptico.

3.5- Andlise estatistica

Os dados foram apresentados como média e erro padrao. Foi utilizado o teste
Anova para medidas repetidas, seguido, se necessario pelo teste de Bonferroni. O nivel
de significancia estabelecido foi de 5% para todas as analises. Foi utilizado o programa
SPSS versao 16.
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4- RESULTADOS

Construgéao do transgene

Foi construido um vetor de expressdo plasmidial com base no vetor comercial
pIRES2-EGFP (Clontech) onde, no sitio EcoRI , foram inseridos 649 pares de bases
referentes ao cDNA da BTC. Este vetor foi denominado pIRES2-BTC-EGFP e contém
5,7 kilobases. Durante o experimento, foi utilizado como controle, o plasmideo
comercial sem o inserto (pIRES2-EGFP), para que fosse possivel ter a certeza que os
resultados obtidos deviam-se unicamente a expressao da BTC e ndo a algum dos

outros componentes presentes no vetor, nem mesmo ao método de selecéo in vitro.

Figura 7: Padrao de digestdao com EcoRI do plasmideo pIRES2-EGFP-BTC e pIRES2-EGFP. Gel de
agarose 1% corado com brometo de etideo e observado sob luz ultravioleta. Linha 1: plasmideo pIRES2-
EGFP-BTC clivado com EcoRI mostrando um fragmento de aproximadamente 649 pb; linha 2: plasmideo
pIRES2-EGFP clivado com EcoRI ndo apresentando qualquer fragmento.
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Caracterizagao do cultivo de longo termo de MSCs
Foi estabelecido o cultivo de longo termo de MSCs a partir de células obtidas da

medula éssea de ratos Wistar adultos jovens. As células foram selecionadas por
capacidade de adesao ao plastico do frasco de cultivo, e apresentaram-se como células
morfologicamente afiladas, fibroblastoides, com nucleo bem delimitado, dois a trés

nucléolos bem evidentes e citoplasma amplo, com limites imprecisos e borda irregular
(Fig. 8).
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Figura 8: Morfologia de MSCs (barras de escala representam 100um). A) Morfologia das MSCs em
microscopia de contraste de fase. B) Morfologia de MSCs coradas com HE.

As células semeadas a uma concentracdo de 1x10” tornaram-se confluentes em
aproximadamente 7 dias. Periodo este onde comegaram os subcultivos celulares.
Sempre que as MSCs atingiam confluéncia de aproximadamente 80% ou mesmo,
quando podiam-se evidenciar algumas colénias muito confluentes na placa, estas eram

tripsinizadas.

Curva de crescimento —“Number of population doublings”
Para estimarmos o crescimento populacional, realizamos um ensaio de curva de
crescimento através do calculo de dobros populacionais “Number of population

doublings” , utilizando a seguinte férmula: NPD= Log10 (N/No) x 3,33.
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Observamos que a partir da terceira passagem, a populagdo celular apresentou
aproximadamente 4 dobros populacionais a cada 48 horas sem apresentar qualquer

indicio de senescéncia ou diminui¢gao na proliferagao celular.

Ensaio de CFU-F

A formacgdo de CFU-F é considerada indicativa da presenca de MSCs em uma
amostra, realizamos ensaios de CFU-F com células obtidas da medula 6ssea de cada
rato doador. Obtivemos formacao de colénias em todas as amostras, indicando a
presenca de MSCs. Plaqueadas em baixa densidade, MSCs apds 13 dias formaram

coloénias com mais de 50 células (Fig.10).

Figura 10: Ensaio
colénia de MSCs
fase. A barra de

CFUF. A) Aspecto de uma
em microscopia de contraste de
escala representa 100 pm.
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Imunofenotipagem

Um milhdo de células foram analisadas a cada passagem (PO, P1, P2, P3). Foi
elaborado um painel de anticorpos disponiveis para MSCs de ratos. O painel formado
consistiu dos seguintes anticorpos: Selecdo Positiva — CD29, CD44 e CD90; Selecao
Negativa- CD34, CD45 e CD11bc.

Na terceira passagem, a grande maioria das células apresentou positividade para
a expressdo dos antigenos de superficie CD44 (99.3%), CD90 (99,8%), e CD29
(99.5%). Como esperado, somente uma pequena populagcdo de células apresentou
positividade para CD45 (0,9%) e CD111b/c (0,52%). Ainda, nenhuma expressdo de
CD34 foi detectada na terceira passagem. Devido ao padrao uniforme de expresséao de
antigenos de superficie, estes dados sugerem que a populagao de células em cultivo,
nesta etapa (aproximadamente 24 dias de cultivo), poderia ser considerada como
MSCs.

Ensaios de Diferenciagao Celular
MSCs devem ser capazes de diferenciarem-se em adipdcitos, condrécitos e
ostedcitos. As MSCs utilizadas nesse trabalho foram submetidas a protocolo de
diferenciacdo em ostedcitos e adipocitos. As diferenciagdes puderam ser evidenciadas
ja na primeira semana de indugao.
A diferenciagado adipogénica pbde ser visualizada devido a presenca de vacuolos
de gordura no citoplasma das células (Fig.11a). A comprovacgéo da diferenciagao foi

realizada através de coloragao com Oil Red (Fig 11b ).
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Figura 11: Diferenciagdo em tecido adiposo. Barras de escala representam 100 um. A) Aspecto de MSCs
sob indugédo de diferenciagdo adipogénica em microscopia de contraste de fase. B) Comprovagao da
diferenciagdo, vacuolos de gordura corados por Oil Red.

Apos a indugdo, a diferenciacdo osteogénica foi detectada por coloragdo com
Vermelho de Alizarina, que cora de vermelho a matriz extracelular rica em calcio

secretada pelos osteoblastos.
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Figura 12:
osteogénica. Matriz
de Alizarina. Barra

Deteccgéao da diferenciagao
extracelular corada com Vermelho
de escala= 100 pm.

Transfecgao

A transfeccao génica de MSCs, assim como de qualquer cultura primaria, ndo é
facilmente realizada. Neste trabalho, utilizamos o método de transfeccdo por
eletroporacdo com sucesso. Atingimos aproximadamente 40% de eficiéncia de
transfeccao (Fig. 13). Apos a tansferéncia génica, células transfectadas com o
plasmideos pIRES2-EGFP foram denominadas pIRES-MSCs; e células transfectadas
com pIRES2-BTC-EGFP foram denominadas BTC-MSCs.
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Figura 13: Transfecgao celular. Barras de escala representam 100 um. A) Fotomicrografia de contraste
de fase- células MSCs 24 horas ap06s a transfecgdo com pIRES2-EGFP. B) Expresséao da proteina verde
fluorescente nas células transfectadas com pIRES2-EGFP.

Selecao das células MSCs transfectadas
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Foi realizada curva de sobrevivéncia de MSCs néo transfectadas com o antibiotico
geneticina. Foram testadas as seguintes concentragbes: 200, 400, 600, 800, 1000,
1200, 1400 e 1600 png de Geneticina por mL de meio de cultivo completo. A
concentragao utilizada no trabalho foi a de 1400 pg/mL, uma vez que esta apresentou

100% de morte celular, apés uma semana de selegao.

Imunofluorescéncia para BTC

Com o intuito de verificar se as células MSC transfectadas e selecionadas com
geneticina realmente expressavam o gene de interesse (BTC), foi realizado ensaio de
imufluorescéncia. Com este, foi possivel observar a expresséo de BTC evidenciada por
fluorescéncia vermelha. Verificamos que existe co-localizagao entre EGFP (gene

reporter do plasmideo) e BTC (Fig. 14). Na Figura 15, podemos evidenciar células

expressando betacelulina contra-coradas com o corante nuclear DAPI.

Figura 14: Fotomicrografia da imunofluorescéncia para betacelulina em células BTC-MSCs. A) Expresséo
de EGFP. B) Expressao de BTC (R&D Systems e Anti-Goat IgG Cy3 (Sigma). C) Merge.
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Figura 15: Imunofluorescéncia para betacelulina. Células expressando BTC- CY3. Nucleos com
fluorescéncia DAPI. Barra de escala representa 100 um.

Analise do efeito da superexpressao de betacelulina in vitro
Analise morfologica

Dez dias apés a transfecgdo, BTC-MSCs sofreram diferenciagdo morfologica,
passando a apresentar morfologia epiteliéide, conforme demonstrado na Figura 16.

Enquanto que as células pIRES-MSCs, mantiveram sua morfologia fibroblastoide.

Figura 16:

Fotomicrografia demonstrando a diferenciagdo na morfologia das células BTC-MSCs detectada 10 dias
apos a transfecgédo. Barras de escala representam 100 pym. A) Células BTC-MSCs com morfologia
epitelidide em contraste de fase. B) Células pIRES-MSCs com morfologia fibroblastéide em contraste de
fase. C) Células BTC-MSCs com morfologia epitelidide, expressando EGFP em microscopia de
fluorescéncia. D) Células pIRES-MSCs com morfologia fibroblastoide, também expressando EGFP em
microscopia de fluorescéncia.
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Além da diferenciagdo morfolégica, as células BTC-MSCs também
apresentaram, quando cultivadas por periodos mais longos (apos 23 dias de cultivo),

uma tendéncia a formar grupamentos celulares (Fig17).

Figura 17: BTC- MSCs apresentaram tendéncia a

agrupamento celular. Barra de escala= 100 um.

Apos a formagao dos grupamentos celulares descritos acima, estes formavam
estruturas tridimensionais semelhantes a esferdides, denominados “spheroids islet-like

cells” , como pode ser observado na Figura 18.
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Figura 18: “Spheroids islet-like cells” formadas em culturas células BTC-MSCs. Barra de escala = 100
um. A) Esferdide observado em microscopia de contraste de fase. B) Esferdide observado em
microscopia de fluorescéncia.

Imunocitoquimica anti-insulina

Células MSCs de ratos transfectadas com o gene BTC apresentaram positividade
para a expressao de insulina, comprovada por imunocitoquimica.
Pode-se visualizar, em um mesmo campo microscépico, células apresentando
marcacao de peroxidase intracitoplasmatica, o que indica positividade para insulina e

células negativas para a produgéao de insulina.
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Figura 19: Imunocitoquimica demonstrando a produgéo de insulina pelas células BTC-MSCs. A seta
vermelha indica um grupo de células com morfologia epitelidide com marcacgao positiva para insulina. A
seta azul indica células com morfologia fibroblastéide e auséncia de marcagdo com peroxidase para
insulina. Barra de escala representa 100 pum.

Ensaio de liberagao estatica de insulina

A secrecgao de insulina nas células MSCs transfectadas foi capturada pelo método
de liberagao estatica (LUMELSKY et al., 2001). A quantidade de insulina imunorreativa
nos sobrenadantes foi determinada pela técnica de radioimunoensaio, utilizando-se o kit
Rat Insulin RIA 13K (Linco) e quantificada por contador gama.

Foi possivel detectar a secrecéo de insulina pelas células BTC-MSCs a partir do 8°
dia de cultivo pos-transfeccdo. Por outro lado, as células pIRES-MSCs, conforme o

esperado, ndo produziram valores detectaveis de insulina durante todo o experimento.
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Figura 20: Grafico demonstrando a secregao de insulina in vitro pelas células BTC-MSCs, quantificada
por radioimunoensaio.

Observou-se que a produgédo de insulina por células BTC-MSCs aumenta de
acordo com os dias em cultivo e que sofre influéncia da concentragdo de glicose no
meio. Essa diferenca é estatisticamente significativa (p=0,01), quando se compara a
dose de 5mM e 30mM de glicose ou entre 5mM e 50mM de glicose. Nado houve
diferenca significativa entre as concentragbes de glicose 30mM e 50mM (p=0,83).
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RT-PCR

Através da analise das amostras de mRNA das células transfectadas por RT-PCR,
foi possivel encontrar transcritos dos genes INS1, PAX4, PDX1 E NKX6.1 em BTC-
MSCs. A Figura 21 demonstra a eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR
das amostras. A sequéncia de B-tubulina foi utilizada como controle interno da reagao e

RINmb5f foi utilizada como controle positivo para a expressao de genes pancreaticos.

INS1

Figura 21: Eletroforese dos produtos de RT-PCR
de amostras de N RINmS5 (controle positivo); de
células MSCs " (controle negativo); PpIRES-

MSCs e BTC-MSCs . Células superexpressando BTC (BTC-
MSCs) apresentam, apos 14 dias de cultivo, expressido dos
genes PDX1, PAX4, INS1 E NKX6.1, tipicos de células B-pancreaticas.
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Transplante das células BTC-MSCs para modelo animal de DM

O modelo animal de DM induzido por Streptozotocina foi estabelecido com uma
unica dose intraperitonial de 70mg/kg da droga. Os animais apresentaram alteragao nos
niveis glicémicos 2 ou 3 dias apds o tratamento. Apos duas semanas de controle das
dosagens de glicose, todos os animais apresentaram glicemia superior a 300 mg/dL e
foram utilizados como receptores. As células transfectadas foram transplantadas apos

12 dias de cultivo em meio de selegao, para o rim esquerdo dos receptores, conforme

Figura 22.

Figura 22: Transplante de células BTC-MSCs para ratos com DM induzido por Streptozotocina. A)
Momento da injegao de células sob a capsula renal. B) Sutura da incisdo abdominal apés o transplante.

Células MSCs de rato superexpressando betacelulina, quando transplantadas
sob a capsula renal de ratos com diabetes, induzida por Streptozotocina, foram capazes
de reduzir a hiperglicemia. A diminuicdo nos niveis de glicose teve inicio 14 dias apds o
transplante. A média de glicemia do grupo BTC passou de 500mg/dL para menos de
200mg/dL (p=0,001). Em contraste, o grupo controle (que recebeu células pIRES-

MSCs) nao sofreu redugao nos niveis de glicose (Fig. 23).
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Além da diferenga detectada nos valores da glicemia dos animais, foi possivel
também observar que houve uma menor perda de peso pelos animais que receberam
transplante de células MSCs superexpressando betacelulina, esta diferenca foi
estatisticamente significativa (p=0,01) (Fig. 24).
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Apods 35 dias, os animais transplantados foram eutanasiados. Os rins e pancreas
destes foram coletados, para a realizagdo de analise histolégica. Na analise macro e
microscopica dos rins, nao foi possivel evidenciar qualquer indicio de formacao de
tumor ou crescimento celular intenso. Na analise microscopica do pancreas (Fig. 25 e
26), foi possivel observar um numero muito reduzido de Ilhotas de Langerhans nos
animais diabéticos, o que comprova que a melhora na glicemia dos animais do grupo
BTC foi ocasionada por produgao de insulina oriunda das células transplantadas (BTC-

MSCs) e ndo por uma regeneragao pancreatica espontanea.
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histologico do pancreas

Figura 25: Corte
transplantado com

de rato diabético,
células BTC-MSCs, submetido a coloragao
de HE. Pode-se visualizar apenas uma

ilhota (indicada pela | - seta). Aumento= 20x




Figura 26: Corte
de rato diabético,
células BTC-MSCs
de HE. Neste _
maioria, nao foi §
presenga de nenhuma ilhot

a pancreatica. Aumento= 20x.
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histolégico do pancreas
transplantado com
submetido a coloragao
campo, assim como na
possivel visualizar a
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5- DISCUSSAO

Mesmo com os avangos da industria farmacéutica, o rigido controle da glicemia nao
consegue eliminar completamente as complicagbes ocasionadas pelo DM. O
transplante de péancreas, ou ilhotas pancreaticas pode reconstituir a fungcdo de
regulacdo da glicose, mas ¢é limitado devido a escassez de doadores para transplante,
necessidade de imunossupressao, e perda da funcdo de ilhotas, apds o transplante
(CHEN et al., 2007). Neste sentindo, fontes de células produtoras de insulina, outras
que nao células B pancreaticas sao necessarias.

No presente trabalho, desenvolvemos uma estratégia para induzir a formagao de
células produtoras de insulina, a partir da superexpressao de BTC em MSCs de ratos
cultivas na presencga de nicotinamida. Evidencias de estudos anteriores, demonstraram
que existem duas vias para a regeneragao pancreatica e formagéao de novas células f3:
A) replicagdo de células exdcrinas e enddcrinas preexistentes e B) proliferagéo e
diferenciacdo de células do epitélio ductal (TRUCCO, 2005). A BTC esta envolvida
nessas duas vias, ela induz a proliferagao de linhagens celulares de insulinoma in vitro
(HUOTARI et al., 1998) e induz a diferenciagao da linhagem celular exdcrina AR42J em
células produtoras de insulina (MASHIMA et al., 1996). Esse potencial de indugao de
diferenciacéo para células B pancreaticas da BTC pode ser explicado pela ativagao de
EGFR, que acaba por afetar a fungao celular em diversos niveis, dependendo da via de
sinalizagdo que for ativada (MIETTINEN et al., 2008). Nossos resultados in vitro
sugerem que a superexpressdao de BTC em MSCs de ratos possivelmente ativou a
expressao de importantes fatores de transcricdo pancreaticos, induzindo a
diferenciacé&o in vitro de MSCs em células produtoras de insulina.

Em concorddncia com Gershengorn e colaboradores e baseado nas
modificagbes morfolégicas observadas em nosso trabalho, podemos postular que a
diferenciacdo das MSCs induzida por betacelulina ocorreu inicialmente através de uma
transicdo mesenquimal-epitelial e em sequéncia ocorreu a diferenciagdo enddcrina, que
resultou na produgédo de insulina (GERSHENGORN et al., 2004). Os mecanismos
moleculares relacionados com a diferenciacdo de MSCs em células produtoras de

insulina ndo estdo completamente esclarecidos. Nao é possivel afirmar se a
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superexpressao de BTC ativou genes que estavam silenciados nas células MSCs ou,
se a expressao de BTC, estimulou a expresséo de genes nao-silenciados.

Com base em nossos resultados, podemos especular que, na medula éssea,
residem células pluripotentes em estado quiescente, e que estas células, sob
determinados estimulos, podem atravessar a barreira de comprometimento com a
camada germinativa de que se originam e gerar células diferenciadas de endoderme,
ectoderme ou mesoderme. Desafiando o conceito, aceito por muitos, de que células-
tronco adultas sdo células multipotentes, que sé podem gerar células da mesma
camada germinativa a que pertencem. Por essa légica, MSCs, que sao de origem
mesodérmica, nao teriam a capacidade de formar células B pancreaticas, que sao
originarias da endoderme.

Em nosso trabalho, durante o cultivo, as BTC-MSCs modificaram seu padréo de
expressdo génica e passaram a expressar marcadores determinantes para o
desenvolvimento pancreatico. Os dados de RT-PCR demonstraram a expressédo de
quatro importantes genes pancreaticos (PDX1, NKX6.1, PAX4 e INS1) em BTC-MSCs.
A expressao combinada de PDX1 e NKX6.1 & encontrada tanto em progenitores
pancreaticos, quanto em células B pancreaticas adultas (RUDNICK et al., 1994),
indicando que BTC-MSCs apresentaram perfil de expressao caracteristico de células (.
A nicotinamida, que desempenha efeito inibitério sobre a enzima nuclear poli-ADP-
ribose-sintetase, esta relacionada com diferenciagao celular em muitos tipos de células.
Tem efeito proliferativo sobre células B (SUGIYAMA et al.,, 1991) e € uma potente
indutora de diferenciacdo em células fetais pancreaticas (OTONKOSKI et al., 1993).
Estes efeitos estdo relacionados a mudancas na ribolizacdo do ADP de proteinas
nucleares, resultando em modificacbes na estrutura de cromatinas nucleares, que
habilitariam a transcricdo de genes previamente inativados no DNA das células.
Durante nosso trabalho, células BTC-MSCs e pIRES-MSCs foram cultivadas em meio
contendo 10 mM Nicotinamida, assim, sem duvidas, a diferenciacédo celular observada
ocorreu devido ao somatorio das acdes da BTC e da Nicotinamida. Uma vez que,
células mesenquimais transfectadas com plasmideo ndo contendo o inserto (pIRES-
MSCs) foram também cultivadas na presenca de Nicotinamida e n&o apresentaram

produgao de insulina, nem diferenciagdo morfoldgica.
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O papel fundamental das células B pancreaticas é produzir e secretar insulina em
resposta a variacdo de glicose. Em nosso trabalho, as células BTC-MSCs foram
capazes de produzir insulina detectada através das técnicas de imunocitoquimica e
radioimunoensaio. A secrecao de insulina por BTC-MSCs in vitro foi regulada por
glicose; porém, ocorreu também em concentragdes acima das fisioldégicas. Enquanto
que a secrecao fisioldgica de insulina por células 3 ocorre entre 5-10mM de glicose, as
células BTC-MSCs produziram a maior quantidade de insulina em resposta a
concentragdes mais elevadas (30mM de glicose), indicando uma possivel diferenca
existente entre a modulacao da liberagcéo de insulina entre as células 3 pancreaticas e
as células BTC-MSCs. Ainda, ndo encontramos diferenga estatisticamente significativa
entre a secregao de insulina pelas células BTC-MSCs in vitro em concentragdes de 30 e
50mM de glicose. Acreditamos que talvez estas células possam ter atingido seu platd
de secrecgao de insulina.

Foi claramente demonstrado que o transplante de células BTC-MSCs para a
capsula renal de ratos diabéticos, resultou em uma importante redugao nos niveis de
glicose sanguinea. Este processo teve inicio 14 dias apos o transplante. Os valores de
referéncia para a normalidade na glicemia de roedores variam entre 50-135 mg/dL
(HARKNESS e WAGNER, 1995). Em nosso trabalho, animais que receberam pIRES-
MSCs apresentaram, no dia 35 poés-transplante, valores médios de 492+30,5 mg/dL.
Em contraste, animais diabéticos que receberam 4x10° BTC-MSCs apresentaram, no
mesmo dia, valores meédios 210+£122,5 mg/dL, uma reducédo de 58%. Esta diminuigao
da glicemia, observada no grupo BTC, pode ser atribuida a producédo de insulina por
BTC-MSCs, ja que nao encontramos regeneragao das ilhotas pancreatica nas analises
histolégicas dos 6rgaos dos animais receptores.

Além disso, nao foi observada formacédo de tumor ou proliferacdo celular, no
parénquima renal dos animais transplantados, como encontrado por Fujiwaka e
colaboradores nos transplantes de células B diferenciadas a partir de células-tronco
embrionarias (FUJIWAKA et al., 2005). Diferentemente, em nosso trabalho, utilizamos
células-tronco adultas, que tem menor potencialidade para a formagao de tumores,
associadas a um sistema de expressao génica ndo viral, para obter a expressao de

BTC de um modo seguro.
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Nossos resultados estdo em conflito com relatos de uma pesquisa anterior, onde
Li e colaboradores (LI et al., 2008) ndo encontraram diferenciacdo em MSCs pela
expressao de BTC isolada. Neste trabalho, para obter diferenciagdo morfoldgica e
producdo de insulina, os autores realizaram também a co-expressao do fator de
transcricdo PDX1. Essa diferengca entre nossos resultados pode ser atribuida a
plasticidade das células MSCs utilizadas. Diferentemente de Li, nossas culturas de
longo termo de células de medula 6ssea, obedeceram os critérios requeridos pela
International Society of Celullar Therapy (HORWITZ et al., 2005), comprovando assim a
real identidade de células-tronco mesenquimais destas. Acreditamos que podem existir
sub-tipos de MSCs com menor plasticidade que também podem ser obtidas da medula.
Entretanto, em concordéncia com nossos resultados Hisanaga e colegas (HISANAGA
et al., 2008) publicaram um artigo demonstrando que BTC adicionada ao meio de
cultivo de MSCs, promoveu a diferenciagao destas em células produtoras de insulina.
No presente trabalho, as células BTC-MSCs foram capazes de produzir insulina in vitro
e in vivo e diminuiram a hiperglicemia induzida por Streptozotocina. Este efeito foi
enfatizado pela menor perda de peso, observada nos animais que receberam BTC-
MSCs. Refletindo uma melhora na condigéo fisica geral destes animais.

No que se refere a produgdo de insulina, acreditamos que estratégias que
combinem a superexpressdao de BTC associada a nicotinamida e outros fatores
soluveis, que possam mimetizar o microambiente pancreatico, poderiam proporcionar
uma maior produgao do horménio. Assim como Kobayachi e colegas (KOBAYACHI et
al., 2009), acreditamos que, para que se possa desenvolver células 3 funcionais in vitro,
deve ser necessaria a reproducado da estrutura de tecido das ilhotas pancreaticas.
Neste sentido, as estruturas tridimensionais formadas espontaneamente por BTC-MSCs
podem representar o inicio de uma reorganizagao tecidual, que podera aumentar a
comunicacido célula-célula, necessaria para uma maior producdo de insulina. Além
disso, as estruturas tridimensionais poderiam também contribuir para uma melhor
organizacao do citoesqueleto e outras propriedades que poderiam resultar até mesmo
na génese de novas ilhotas pancreaticas.

A estratégia de geracédo in vitro de células produtoras de insulina para terapia

celular do diabetes parece estar se tornando uma realidade. Entretanto uma questéo
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ainda precisa ser discutida. O DM1 é uma doenga auto-imune e como tal, é
caracterizado pela agao do sistema imune do proprio paciente contra suas células
autdlogas. Assim, a tolerancia do sistema imune, desses pacientes, as células
produtoras de insulina, produzidas in vitro, também devera ser comprometida. E como
se no processo de diferenciagao in vitro, a célula, ao assumir alguns componentes de
células B, assumisse também alguns alvos antigénicos desencadeadores da auto-
imunidade (EFRAT, 2005). Nesse sentido, o transplante isolado de células produtoras
de insulina ndo seria eficaz para estes pacientes. Assim, uma associagao com terapia
imunossupressora (VOLTARELLI et al., 2007) poderia ser a melhor alternativa para o
tratamento do DM1 com células produzidas in vitro.

Acreditamos que a maior contribuigcao deste trabalho é a formulagdo de mais um
protocolo para a diferenciacdo de células-tronco adultas, em células produtoras de
insulina. O somatdrio dos conhecimentos obtidos a partir dos diferentes protocolos ja
estabelecidos, no futuro, podera servir para o desenvolvimento de uma metodologia
mais eficaz para a producao de insulina a partir de células-tronco adultas. Assim, abre-
se uma perspectiva de terapia celular para reposicdo de células B, a partir de células
autdlogas de pacientes diabéticos, eliminando o principal problema enfrentado nas

alternativas terapéuticas disponiveis no momento, que é a escassez de doadores.
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6- CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse trabalho nos permitem concluir que:

1. Foi construido um vetor plasmidial funcional contendo o cDNA de Betacelulina.

2. Foi possivel isolar e caracterizar uma cultura celular de longo termo de células-
tronco mesenquimais de ratos, de acordo com as normas de International Society of
Celullar Therapy.

3. A superexpressdo de Betacelulina em células-tronco mesenquimais induziu
diferenciacdo destas em células produtoras de insulina. A diferenciacao pbéde ser
comprovada por analise morfoldgica, imunocitoquimica, radioimunoensaio para
insulina e RT-PCR para genes marcadores pancreaticos.

4. O transplante de células-tronco mesenquimais superexpressando betacelulina para
modelo animal de diabetes provocou uma melhora nos niveis sanguineos de glicose
e menor perda de peso nos animais transplantados.

5. O transplante de células mesenquimais superxpressando betacelulina para ratos
com diabetes induzida por Streptozotocina parece ser uma metodologia segura,
sendo que nao foi evidenciado qualquer indicio de formacdo de tumor ou

proliferacao celular aumentada no parénquima do rim.
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Abstract:

Betacellulin (BTC), a ligand of the epidermal growth factor receptor, has been shown to promote growth and
differentiation of pancreatic beta-cells and to improve glucose metabolism in experimental diabetic rodent
models. Mesenchymal stem cells (MSCs) have already been proved to be multipotent. Recent work has
attributed to rat and human MSCs the potential to differentiate into insulin secreting cells. Our goal was to
transfect rat MSC with a plasmid containing betacellulin cDNA in order to guide MSC differentiation into insulin
producing cells. Prior to induce cell MSC transfection, MSCs were characterized by flow cytometry and the
ability to in vitro differentiate into mesoderm cell types were evaluated. After rat MSC characterization, these
cells were electroporated with a plasmid containing BTC cDNA. Transfected cells were cultivated in H-DMEM
with 10mM Nicotinamide. Then, the capability of MSC-BTC to produce insulin in vitro and in vivo was evaluated.
In this vein, was possible to demonstrated by radioimmunoassay analysis that 104 MSC-BTC cells produced up
to 0,4ng/mL of insulin, in contrast, MSCs transfected with the empty vector (negative control) produced no
detectable insulin levels. Moreover, MSC-BTC were positive for insulin in immunohistochemistry assay. In
parallel, the expression of pancreatic marker genes was demonstrated by molecular analysis of MSC-BTC.
Furthermore, when MSC-BTC were transplanted to streptozotocin diabetic rats BTC transfected cells
ameliorates hyperclycemia from over 500 to about 200mg/dl 35 days post cell transplantation. In this way, our
results clear cut demonstrate that BTC overabundance enhances glucose-induced insulin secretion in

mesenchymal stem cells in vitro as well as in vivo.

Key words: Mesenchymal stem cells, betacellulin, diabetes, in vitro differentiation
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Introduction

Despite a wide variety of pharmacological treatments for type 1 diabetes including insulin therapy, adequate
control of blood sugar levels is often difficult, in part because pharmacological agents are not able to duplicate
the glucose regulatory function of normal islets (1). At the moment, transplantation of cadaveric pancreatic islets
is the most preferred cell replacement available to treat type 1 diabetes (2). However, the scarcity of
transplantable human islets poses a major obstacle in the widespread use of this therapy (2). This scenario has
evoked a large scale search for alternative sources of B-cells. Although embryonic stem (ES) cells may
differentiate into nearly all cell types and be used to assemble functional organs, the source of ES cells presents
ethical and legal concerns, and the tumorigenic tendency of ES cells is at the moment not under control (3).
Other cell types like intestinal (4), hepatic (5-7), ductal or pancreatic stem cells (8-10) have been studied as
candidates to replace B-cells. However, scarcity of the source and the invasive procedures required to isolate
and culture these cells have limited their use.

Bone marrow derived stem cells (hematopoietic and mesenchymal) carry significant potential for clinical
applications, because they are easily accessible for an autograft and routinely collected from adults without
ethical concern inherent to fetal embryonic tissues (11).

Mesenchymal stem cells (MSCs) can be isolated from bone marrow based on their ability to adhere to plastic
substrates (12). Under appropriate conditions, they differentiate into multiple mesenchymal cell types including
cartilage, bone, adipose and fibrous tissues and myelosupportive stroma (13). Recent work has attributed to
MSCs the potential to differentiate into cells of all three primary germ layers, including mesoderm,
neuroectoderm and endoderm; they are also reported to be immunoprivileged and immunosuppressive (11). Rat
(14) and human MSCs (15), have been shown to differentiate into insulin secreting cells.

Davani and colleagues (16) have shown that human islet-derived precursor cells (hIPCs) are capable of
differentiating to adipocyte, condrocyte and osteocyte, hIPCs also express MSCs markers indicating that these

cells could be mesenchymal stem cells that are present in adult islets in situ.
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Betacellulin (BTC) is a multifunctional polypeptide growth factor belonging to the family of epidermal growth
factor receptor (EGFR) ligands (17). BTC was firstly described as a mitogen from a mouse pancreatic insulinoma
cell line (18). BTC is initially produced as transmembrane protein that can be cleaved by metalloproteinase to
release the mature circulating form (19). Regarding the tissue distribution, BTC is expressed abundantly in the
pancreas and intestine (20). There are several evidences indicating that, among the seven EGFR ligands, BTC
exerts unique actions in pancreatic islet physiology.

BTC converts pancreatic progenitors to insulin secreting cells in vitro (21-23), sustains PDX1 expression and
induces B-cell differentiation in human ES cells (24).

In addition, the administration of this growth factor in vivo improves glucose metabolism by increasing the B-cell
mass in diabetic animal models (22, 25). These results suggest that BTC plays an important role in regulating
growth and differentiation of pancreatic endocrine precursor cells.

Considering the plasticity of mesenchymal stem cells and the action of betacellulin in differentiation and
proliferation of B-pancreatic cells, our aim was to evaluate the in vitro and in vivo effects of betacellulin

overexpression in rat MSCs.

Material and Methods:

Transgene construction

The BTC-coding sequence was amplified from mouse lung cDNA by PCR using the primers: BTC 5 ’-GGC CCA
GGA AGG GCA TAG AGA-3' and BTC 5-ATG AGT CAG GTC TTT TGT AGC TTG-3' (26). The product was
inserted into the pCRII-TOPO cloning vector (Invitrogen, CA, USA), after sequencing, cDNA was cloned into
EcoRl site downstream of the cytomegalovirus promoter and upstream to the internal ribosome entry site (IRES)
and the enhanced green fluorescent protein (EGFP) in the expression vector plRES2-EGFP (Clontech, CA,
USA). Correct orientation was checked by digestion with Kpnl and Smal. The constructed vector was named

pIRES2-BTC-EGFP.
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Isolation and culture of bone marrow cells

Eight-week-old Wistar rats were purchased from the Centro de Reprodugéo e Experimentagdo de Animais de
Laboratério- CREAL/UFRGS. The procedures were performed in accordance with the guidelines for animal
experimentation of UFRGS University. Bone marrow cells were obtained from femurs and tibias. After isolation,
1x107 bone marrow derived cells were cultured (37°C, 5% CO,) in T25 culture flasks (TPP, Schaffhausen,
Switzerland) with D-MEM (Invitrogen, CA, USA) medium containing 15 mM Hepes, 15% inactivated fetal bovine
serum (FBS) (Invitrogen, CA, USA), 100 units/ml penicillin and 100 mg/ml streptomycin antibiotic solution
(Gibco, NM, USA). On the third day of culture medium was changed and non-adherent cells were removed.
Adherent cells gaining 80% of confluence were passaged with the use of 0,05% tripsin-EDTA solution (Gibco,

NM, USA) and then maintained in D-MEM with 10% FBS (complete medium).

Differentiation assays

In order to characterize MSCs in accordance with The International Society for Cellular Therapy Statement (27),
two different experimental procedures were employed. Osteogenic differentiation was induced by culturing
MSCs for up to 3 weeks in D-MEM 10% FBS, 15 mM Hepes, supplemented with 108 M/l dexamethasone
(Sigma, MO, USA), 5 ug/ml ascorbic acid 2-phosphate (Sigma, MO, USA) and 10 mM/l B-glycerolphosphate
(Sigma MO, USA). To observe calcium deposition cultures were stained with Alizarin Red S stain (Nuclear, SP,
Brazil).

Secondly, to induce adipogenic differentiation MSCs were cultured with 10-8 mol/l dexamethasone (Sigma, MO,
USA), 5 ug/ml Insulin and 50 pg/ml Indomethacin (Sigma, MO, USA). Adipocytes were easily discerned from
the undifferentiated cells by phase-contrast microscopy. To further confirm their identity, cells were fixed with 4%
paraformaldehyde with phosphate-buffered saline (PBS) and stained with Oil Red (Sigma, MO, USA) on day 21

of adipogenic differentiation.

Flow Cytometry
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Approximately 1 x 106 MSCs were prepared. They were placed in sterile tubes and washed 2 times by
centrifugation at 300 x g for 5 minutes at 4°C. MSCs were then ressuspended in PBS and incubated for 20
minutes at 4°C with phycoerytrin (PE) or fluorescein isothiocyanate (FITC) conjugated antibodies against rat
CD34, CD45, CD11bc, CD44, CD90 and CD29. All assays were conduced using antibodies concentrations as
recommended by the manufactures. Phycoerythrin-PE and FITC mouse anti-rat IgG1, IgG2a and IgM were used
as isotype controls. Cells were collected and washed with PBS by centrifugation and fluorescence analysis was
carried out with the BD FACS-Calibur flow cytometry system (Becton-Dickinson, NJ, USA) with a one-laser
system that is capable to detect three fluorochromes excited by the 488nm laser in a multiparameter manner.

Data samples were analyzed using Cellquest and PAINT-A-GATE software.

Cell Transfection

MSCs were harvested by trypsinization and then pelleted via centrifugation. Excess media was removed to
obtain a tight cell pellet, which was ressuspended in 4 °C D-MEM without serum or antibiotics. Cells were
quantified in Neubauer's chamber and 1x106 cells in pure D-MEM were transferred to a 4 mm cuvette with 60
Mg of pIRES2-BTC-EGFP or pIRES2-EGFP (empty vector used as negative control) were added to the cell
suspension. After an incubation time of 5 minutes at room temperature cells were electroporated using Gene
Pulser XCell (Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA) applying the following parameters: 950 uF, 200 Qm and
350V. After electroporation, cells were incubated for 5 minutes at room temperature and plated in H-DMEM
complete medium supplemented with 10 mM nicotinamide (Acros, NJ, USA). Twenty-four hours after
electroporation, medium was replaced and cells were analyzed under fluorescence microscopy. After 48 hours

cells were submitted to the selection media using G418 (Geneticin, Gibco NM, USA).

Immunocytochemestry assay
For BTC immunofluoresence, pIRES2-BTC-EGFP transfected cells were fixed with 4% formaldehyde in PBS.

The primary antibody, goat anti-mouse betacellulin, (R&D Systems, Wiesbaden, Germany) was diluted 1:100
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and incubated overnight at 4°C. A Cy3-conjugated rabbit anti-goat secondary antibody (Sigma, MO, USA) was
used. Detection of fluorescence was analyzed using fluorescence microscopy (Nikon Eclipse TE 2000-U, Nikon
Instruments Inc.).

For insulin immunocytochemestry assay pIRES2-BTC and pIRES-EGFP transfected cells were fixed with 4%
formaldehyde in PBS. We used a 1:500 dilution of guinea pig anti-insulin, (Dako, CA, USA) and Universal Dako
LSAB Kit Peroxidase (Dako, CA, USA). Cells were analyzed under microscopy (Nikon Eclipse TE 2000-U, Nikon

Instruments Inc). The same antibody was used for immunohistochemestry of the grafts.

Insulin Radioimmunoassay (RIA)

The static incubation method was applied as described by Lumelski (28).

Briefly, 105 adherent cells at 4, 8, 12 and 16 days post transfection were rinsed twice with Krebs-Ringer with
bicarbonate buffer (120 mM NaCl, 5 mM KCI, 2.5 mM CaCl, 1.1 mM MgClz, 25 mM NaHCO3, and 0.1% bovine
serum albumin). An inhibitor of insulin secretion (Nifedipine, Sigma, MO, USA) was added to the medium 30
minutes prior to the medium replacement with Krebs-Ringer containing 2.7 mM glucose. Cells were incubated for
15 minutes at 37°C with Krebs-Ringer and then in buffer containing 5, 30 or 50 mM glucose for 1 hour.

Insulin levels in cell supernatants were measured using an immunoradiometric assay kit (RIA 13k, Linco
Research, MO, USA). To each polypropylene tube anti-insulin, '2I-Insulin and 100 ul of the samples were
added. Immune complexes were precipitated 24 hours later with polyethylene glycol solution, and a gamma
counter was used to determine the radioactivity in the precipitates. Four determinations were carried out in

duplicate and the means and standard error were obtained.

RNA extraction and RT-PCR
Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) was performed to assess the expression of

pancreatic B-cells related genes (PDX1, PAX4, INS1, NKX6.1).
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Total RNA was isolated from non transfected MSCs, MSCs 14 days after transfection with pIRES2-EGFP-BTC
or pIRES2-EGFP and RINm5f cell line (used as a positive control for pancreatic genes expression). Total RNA
was isolated using the SS Il First Strand super mix (Invitrogen, NM, USA).

Standard RT was performed using M-MLV Reverse Transcriptase (Sigma, MO, USA) according to the
manufacturer’s instructions. Reactions mixtures for PCR included 1 ug of cDNA, 0.2 uM of each antisense and
sense primer, 0.2 mM dNTPs, 1.5 mM MgClz, 1U of Taq DNA Polymerase (Invitrogen, NM, USA). PCR was
performed on a termocicler “Techne TC412” (Barloworld Scientific, NJ, USA). Amplification conditions consisted
of an initial denaturation step at 94°C for 1 min followed by 40 cycles of denaturation at 94°C for 30 s, annealing
for 1 min, extension of 72°C for 30s, and final polymerization at 72°C for 10 min. B-tubulin was used as an

internal standard.

Diabetes animal model

Male Wistar rats housed at 22°C in an air-conditioned environment, with a 12h light-dark cycle, and fed a regular
unrestricted diet, received a single intraperitonial injection of 70mg/kg streptozotocin (Sigma, MO, USA) freshly
dissolved in 0.1M citrate buffer (pH 4.5).

Blood glucose was measured weekly with a glucometer (Optium Xceed, Abbott, CA, USA). Animals whose blood

glucose level exceeded 300 mg/dl were considered diabetic.

Cell Transplantation

Under anesthesia a medial abdominal laparotomy was performed and the left kidney was exposed. 4x108 cells
in 50 ul of PBS were transplanted into the kidney parenchyma by direct insertion of a 24 gauge syringe into the
kidney capsule at the upper pole and cells were gently discharged into the parenchyma. Blood glucose levels

were monitored once a week (days 14, 21, 28 and 35) in samples obtained from the tail vein using a glucometer.
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At the end of the experiment (day 35), rats were euthanatized and kidneys and pancreas removed for

hematoxylin and eosin staining for histological analysis.

Statistical Analysis
Data are expressed as mean + SE and statistical differences between groups were determined by Repetitive
Measure ANOVA in SPSS version 16. Bonferroni post-hoc test was applied when necessary. Differences

between groups were considered significant when p<0.05.

Results

Phenotypic characteristics of expanded undifferentiated MSCs

Bone marrow mesenchymal stem cells were obtained from rats by plating bone marrow cell suspension in tissue
culture dishes and propagation of adherent cells. The isolated cells developed to visible systematic colonies of
adherent fibroblast-like cells at about 7-10 days after initial plating, and became morphologically more
homogeneous (Figs.1a and 1b) with time in culture by the depletion of hematopoietic and other bone marrow
stromal cells. Rat MSCs are known to be positive for CD44, CD90 and CD29 and negative for CD34, CD45 and
CD11bc. Cell flow cytometry was performed from the moment of MSCs extraction to the third trypsinization step.
By the third passage the vast majority of cells stained for the markers CD44 (99.3%), CD90 (99.8%), CD29
(99.5%) and only a small proportion manifested expression of the markers CD45 (0.9%), CD11b/c (0.52% and
CD34 (0.05). According to this pattern of cell surface marker expression, the cell population at this time point
(approximately 24 days in culture) was quite uniform and can be considered bona fide MSCs.

The MSC differentiation potency was shown using protocols know to induce differentiation into bone and
adipose cells. The results showed a clear potency for adipogenic differentiation as detected by Oil red staining,

and for osteogenic differentiation as detected by deposit of calcium (Figs. 1c and 1d respectively).
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BTC expression in vitro modified the morphology and gene expression pattern in MSCs

After characterization, MSCs within 12 passages were transfected by electroporation with the expression vector
pIRES2-BTC-EGFP or the empty vector. The vector included neomycin-resistance gene and an internal
ribosome entry site (IRES) sequence of the encephalomyocarditis virus in the multiple cloning site permitting
both BTC and EGFP cDNAs to be translated from a bicistronic mRNA.

The efficiency of transfection with this vector as evaluated by the number of GFP-positive cells was
approximately 40%. Following selection, the surviving cells (termed BTC-MSCs or pIRES-MSCs, depending on
the vector employed) were analyzed.

BTC-MSCs showed GFP expression and immunofluorescence for BTC (Fig. 2). No expression of BTC was
detected in MSCs and pIRES-MSCs (data not shown).

Under inversed microscope it was possible to observe within 10 days that the morphology of BTC-MSCs cells
changed from spindle-like (Fig. 3B) to flat epithelial-like cells (Fig. 3A).

To assess the mRNA expression of typical B-cell genes (PDX1, PAX4, INS1 and NKX6.1), RT-PCR was
applied on RINm5f insulinoma cells (used as positive control for pancreatic gene expression), MSCs (negative
control), pIRES-MSCs and BTC-MSCs. Transcripts of PDX1, PAX4, INS1 and NKX6.1 were detected 14 days
after transfection in MSC-BTC but not in MSCs or MSC-pIRES as expected. (Fig. 4).

The results strongly suggest that the overexpression of BTC may induce the expression of multiple islet-genes
involved in the B-cell differentiation pathway.

After 23 days of culture, different from pIRES-MSCs some BTC-MSCs presented aggregating tendency and
formed a 3-D structure (Figs. 5a and 5b) similar to the structures described by other authors during specific

differentiation protocols (29, 30, 31).

MSC-BTC cells develop insulin expression and secretion

To evaluate the functional differentiation of MSC-BTC, they were tested for insulin content and glucose-induced

insulin secretion in vitro.
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Immunocytochemistry demonstrated positive staining for insulin (data not shown) in BTC-MSCs cells with the
epithelial-like morphology after 12 days of culture. As expected we could not detect positive stain for insulin in
pIRES-MSCs.

To assess the cell ability to produce and secrete insulin, RIA was used to measure the insulin secretion from
BTC-MSCs and pIRES-MSCs at different time points: 4, 8, 12 and 16 days after transfection.

In vitro insulin secretion from BTC-MSCs was modulated by glucose, and was firstly detected on day 8 and
continued until day 16 post transfection (Fig. 6). In contrast, in pIRES-MSCs insignificant immunoreactive insulin

could be detected in all time points (p=0.01).

Transplantation of BTC-MSCs reverts hyperglycemia in streptozotocin diabetic rats

Transplantation of BTC-MSCs under the renal capsule of streptozotocin diabetic rats was able to modulate
glycaemia in vivo as confirmed by the reduction of blood glucose levels, beginning 14 days post-transplantation
from over 500 mg/dl to about 200 mg/dl at 35 days post-transplantation (p=0.001) (fig. 7a). In contrast, in STZ-
diabetic rats transplanted with control pIRES-MSCs blood glucose levels continued high.

In parallel, STZ-diabetic animals that received BTC-MSCs showed a less severe weight loss (Fig. 7b) when
compared to the pIRES-MSC animals (p=0.01).

No gross tumor formation was seen in the animals and no tumor-like structures were observed among the grafts
by histological analysis (Fig.8). It was possible to observe the presence of insulin positive cells in the renal

subcapsular area of BTC-MSC transplanted animals (Fig. 9)

Discussion
Although pharmacological therapy for diabetes has continued to improve, tight glucose control has not

eliminated the complications of diabetes. Pancreas or islet transplantation can reconstitute the glucose-
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regulatory function of normal islets but are limited by an inadequate donor supply, need for immunosuppression,
and loss of function of the transplanted islets (1).

In this regard, sources of pancreatic -cells other than those from organ donors are needed. In the present study
we have devised a strategy to induce the formation of insulin-producing cells by overexpressing of BTC in rat
mesenchymal stem cells cultivated with nicotinamide. Previous studies have provided evidences that there are
two pathways of pancreatic regeneration: (a) replication of preexisting differentiated exocrine and endocrine cells
and (b) proliferation and subsequent differentiation of duct epithelium to form new islets (32). BTC is involved in
both pathways, it is known to induce proliferation of insulinoma cells in vitro (33), improve glucose tolerance and
enhances insulin secretion (34), reverse streptozotocin-induced hyperglycemia in mice (35) and induce
endocrine differentiation of the exocrine cell line AR42J (23). This differentiation potency can be explained
because EGFR activation affects cell function on multiple levels, depending on the signaling pathways that are
activated (18). Our in vitro results indicate that the overexpression of BTC in rat MSCs may induce the
expression of PDX1 as well as other important pancreas transcription factors, and the consequent production of
insulin in agreement with Moriscot's conclusions about MSCs (36). We observed, that the morphology of BTC-
MSCs cells changed from spindle-like to flat epithelial-like cells. This morphologic differentiation could be related
to the findings of Gershengorn (37) and Russ (38) who believes in the theory of epithelial to mesenchymal
transition where cell morphology differentiation is related to changes in gene expression from mesenchymal
to epithelial patterns (MET) and vice-versa (EMT).

In this way, others have observed similar morphologic differentiation trying to obtain endocrine cells from MSC
and attributed to mesenchymal to ephitelial transition (14). Nevertheless, epithelial-mesenchymal transition
theory is controversial and there are authors (39) who believes that this transition does not take place in cell
culture.

The molecular mechanisms underlying the differentiation are not clear and it can only be speculated whether
MSCs were induced to activate silent genes, or whether BTC overexpression enhanced the expression of

already active genes.
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It can be hypothesized that pluripotent stem cells reside in the adult bone marrow in a standby state, and that
these cells under certain circumstances may cross tissue (or germ-layer) boundaries to originate cells of a
different lineage, challenging the notion of what it is believed, that adult stem cells are committed to the germ-
layer where they are derived from (15).

In our work during culture the BTC-MSCs changed their undifferentiated status, start to produce betacellulin, and
gain some transient elements that allow then to modify their gene expression profile.

Nicotinamide- a poly(ADP-ribose) synthetase inhibitor- is also known to increase the indices of B-cells after
pancreatomy (40) and it's a potent inducer of endocrine differentiation in cultured human fetal pancreatic cells
(41). Therefore, nicotinamide might play an important role in the endocrine differentiation observed in this study.
RT-PCR data showed the expression of 4 key pancreatic genes in BTC-MSCs (PDX1, NKX6.1, Pax4 and
INS1) that are not expressed in MSCs.

The combined expression of PDX1 and NKX6.1 is found in the earliest pancreatic progenitor cells as well as in
mature B-cells (42), indicating that BTC-MSCs have achieved expression of at least some typical B-cell genes.
The fundamental role of pancreatic B-cells is to secrete insulin in response to glucose variation. In the present
study we demonstrated the secretion of insulin from BTC-MSCs using a radioimmunoassay detection technique.
Insulin secretion from BTC-MSCs was regulated by glucose, however it occurred also in response to glucose
concentrations above the physiological range. While most of the response of normal islet occurs between 5-
10mM glucose, BTC-MSCs secreted most of the insulin in response to 30mM glucose indicating a possible
difference between BTC-MSCs and pB-cell, regarding the modulation of insulin release. Cell transplantation in
vivo resulted in reduction of blood glucose levels, beginning 14 days post-transplantation. The glucose
physiological values for rats range between 50-135mg/dI (43). In our work, diabetic animals that received bone
marrow MSCs overexpressing betacellulin under the renal capsule, presented on day 35 post-transplant
reduced glycaemic values compared to control group. The ameliotation observed in the animals can be

attributed to the insulin production of transplanted BTC-MSCs.
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In parallel, no gross tumor formation was seen in the animals as found by Fujiwaka and collegues (3).
Differently, in this work we use adult stem cells that have a lower tumorigenic ability associated with a non viral
expression system to express BTC in a safer way.

Our findings are in conflict with an early report (14) by Li and co-workers who could not find differentiation by the
expression of BTC alone. This can be attributed to the different protocols used and also the plasticity of the
MSCs. Our cells presented all the characteristics required from the International Society for Cellular Therapy
(27) confirming MSC identity and plasticity. On the other hand, in agreement with our results Hisanaga and
colleagues have reported the in vitro differentiation of murine MSCs by the addition of betacellulin to the
medium (44).

BTC-MSCs were capable to secrete insulin in vitro. In vivo transplanted BTC-MSCs could ameliorate the
glycaemic values of diabetic rats. This concept is supported by the reduced weight loss in BTC-MSCs
transplanted animals.

Regarding the insulin production, strategies combining BTC overexpression and other soluble factors that mimic
the in vivo microenvironment could be adopted to cause the differentiated cells to produce higher levels of
insulin. The pancreatic islets in the adult are among the most vascularised of all organs in the body with a unique
dense glomerular-like angioarchitecture (45), in this way beta cells are exposed to other cells derived molecules
that can affect the physiological regulation of glucose-induced insulin secretion. It was demonstrated that
endothelial-derived molecules like endothelin-1, thrombospondin-1 and laminins, among others can improve
beta cell function (45, 46, 47). This data show the importance of soluble factors secreted by islet vicinity
suggesting that the addition of soluble factors can also interfere in cell differentiation.

In agreement with Kobayachi and co-workers (48) we believe that, to create highly functional pancreatic B-cells
such as those existing in the body, it may be necessary to reproduce the tissue structure of the pancreatic islets.
Thus, the spontaneously formed 3D structures observed in our study, could be a good start to improve

necessary cell-cell communications.
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In conclusion, our findings demonstrate the positive effects of betacellulin overexpression in MSCs as a tool for
cell therapy able to revert hyperglycaemia in an streptozotocin-induced diabetes animal model. Our results also

highlight the therapeutic potential of adult bone marrow stem cells to treat diabetes.
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Figure legends:

Figure 1: Characterization of mesenchymal stem cells — scale bars represent 100um. (A) Phase contrast of
adherent fibroblast-like cells colony 10 days after plating. (B) MSC morphology stained with H&E. (C) Induced
adipogenic differentiation evidenced by Oil Red-O stained fat vacuoles. (D) Induced osteogenic differentition,

stained with Alizarin Red. E) FACS analysis for CD34, CD45. CD11b/c, CD44, CD29 e CD90.

Figure 2: Expression of BTC and GFP in BTC-MSCs and pIRES-MSCs (A) BTC-MSCs GFP positive. (B) BTC-
MSCs cells positive for -anti-betacellulin (diluted 1:100) traced with Cy3-conjugated rabbit anti-goat secondary
antibody. (C) Merge of A and B. (D) pIRES-MSCs GFP positive cells. (E) pIRES-MSCs negative for the
expression of betacellulin traced with Cy3. (D) Merge of D and E.

Bars represent 100 um

Figure 3: Morphologic analysis of BTC-MSCs and pIRES-MSCs 10 days after transfection. Bar= 100 um. (A)
Phase contrast: BTC-MSCs developed an epithelium-like morphology. (B) Phase contrast: pIRES-MSCs
maintained a fibroblast-like morphology. (C) Fluorescence microscopy: BTC-MSCs epithelium-like cells are

EGFP-positive. (D) pIRES-MSCs in fluorescence microscopy.

Figure 4: RT-PCR analysis of mMRNA expression of the indicated genes in RINm5F, MSCs, pIRES-MSCs and

BTC-MSCs.
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Figure 5. BTC-MSCs tended to aggregate and form a 3-D structure similar to islet-like spheroids. (A) Phase

contrast of islet-like spheroids. (B) Fluorescence microscopy of islet-like spheroids. Bars represent 100 um

Figure 6: In vitro glucose-induced insulin secretion in BTC-MSCs. The amount of insulin in the supernatant was

determined by RIA.

Figure 7: Functional analysis of BTC-MSCs and pIRES-MSCs in vivo. (A) Blood glucose levels (mean+SE).
BTC-MSCs and pIRES-MSCs are significantly different from day 14 on (p=0.001). (B) Body weight (meanxSE).
BTC-MSCs transplanted animals had a less severe weight loss when compared to pIRES-MSC-transplanted

animals (p=0.01).

Figure 8: Histological analysis of the graft area. Hematoylin eosin staining showing the presence of transplanted

cells under the renal capsule. A=200x.

Figure 9: Immunohistochemestry of the transplanted kidney. (A) Insulin positive cells in the border of tubule

structures A= 400x. (B) Negative control with the omission of primary antibody. A=200x

Figure 1
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