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RESUMO

O Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) esta associado a resisténcia insulinica e a disfuncdo das células 8
pancreaticas. A terapia regenerativa celular, em especial, a utilizacdo de células multi/pluripotentes,
tem sido investigada como potencial estratégia terapéutica para o DM2. Dentre elas, as células-tronco
mesenguimais (MSCs), por seu papel imuno-regulador sdo importantes candidatos terapéuticos. O
objetivo deste estudo foi investigar o efeito de maltiplas infusGes de MSCs na regulagédo da glicemia,
resisténcia a insulina e morfometria das ilhotas pancreéaticas de camundongos diabéticos induzidos por
dieta hiperlipidica. Foram utilizados camundongos Swiss alimentados com dieta padrdo (grupo
controle) ou dieta hiperlipidica durante 8 semanas. Logo ap6s, 0s animais diabéticos foram
subdivididos em grupo diabético e grupo transplantado com MSCs, e receberam 4 infusdes
intraperitoniais de 5 — 8 x 10° MSCs ressuspendidas em soluc&o tamp&o. A glicemia de jejum (GJ) foi
determinada semanalmente e os testes de tolerancia & glicose (TTG) e & insulina (TTI) foram
realizados 1, 2, 3, e 4 meses apds as infusdes de MSCs. Quatro meses apés as infusdes de MSCs, 0s
animais foram decapitados e o soro e o pancreas foram coletados para analises. Os animais que
receberam as MSCs foram classificados em respondedores (GJ < 180mg/dL) ou ndo respondedores
(GJ > 180mg/dL). Segundo este critério, 72,2% e 27,8% dos animais transplantados foram
classificados como respondedores e ndo respondedores, respectivamente. Os animais respondedores
apresentaram diminuicdo significativa de GJ sete semanas ap0s a infusdo de MSCs, comparado com
grupo diabético ndo tratado. Quatro meses apds as MSCs, 0s animais respondedores apresentaram
diminuicdo significativa da area sob a curva (AUC) do TTG e TTI, comparado com grupo diabético
ndo tratado. A insulinemia foi significativamente maior nos animais diabéticos comparado com o
grupo controle. Ndo houve diferenga estatistica na area total da ilhota e no volume de célufasos
animais diabéticos, transplantados respondedores e ndo respondedores. O volume relativo das células
a foi significativamente menor nos animais éligbs e animais transplantados respondedores,
comparado ao grupo controle e significativamente maior nos animais transplantados n&o
respondedores comparado aos animais diabéticos. A apoptose das células da ilhota foi
significativamente maior nos animais diabéticos e transplantados ndo respondedores, e
significativamente menor nos animais transplantados respondedores, comparado com 0S grupos
controle e diabético, respectivamente. A proliferacdo das células da ilhota foi significativamente
menor nos animais diabéticos, em comparacdo ao grupo controle. Entretanto, a proliferacdo das
células da ilhota ndo foi estatisticamente diferente nos animais transplantados comparados aos animais
controles e diabéticos. Houve correlacdo positiva da apoptose das células da ilhota e glicemia de jejum
e AUC do TTG e TTI, e correlacdo negativa da proliferacdo das células da ilhota e glicemia de jejum.
Os resultados demonstram que multiplas infusGes de MSCs podem diminuir a glicemia de jejum e a
apoptose nas ilhotas pancreaticas e aumentar a sensibilidade a insulina de animais diabéticos induzidos
por dieta hiperlipidica.

Palavras-chave: diabetes mellitus tipo 2, resisténcia insulinica, células-tronco mesenquimais.



ABSTRACT

Type 2 Diabetes Mellitus (DMZ2) is associated with insulin resistance and dysfunction of pancreatic 3
cells. The regenerative cellular therapy, in particular with multi/pluripotent cells has been investigated
as a potential therapeutic strategy for T2DM. Among them, mesenchymal stem cells (MSCs) due to
their immunoregulatory role are important therapeutic candidates. The purpose of this study was to
investigate the effect of multiple infusions of MSCs on blood glucose, insulin resistance and
morphometry of the pancreatic islets of diabetic mice induced by high fat diet. Swiss mice were fed a
standard diet or a high fat diet for eight weeks. Soon after, the diabetic animals were divided into
diabetic group and transplanted MSCs group. The transplanted mice received 4 intraperitoneal
infusions of cells (5-8 x 10° MSCs resuspended in buffer). Fasting plasma glucose (FPG) was
determined weekly and glucose tolerance tests (GTT) and insulin (ITT) were performedat 1,2, 3,
and 4 months after the infusions of MSCs. Four months after infusion of the MSCs, the animals were
decapitated and the pancreas and the serum were collected for analysis. The animals that received
MSCs were classified as responders (FPG < 180mg/dL) or non-responders (FPG > 180mg/dL).
According to this criterion, 72.2 % and 27.8 % of transplanted animals were classified as responders
and non-responders, respectively. Responders showed a significant decrease in GJ seven weeks after
the infusion of MSCs compared with untreated diabetic group. Four months after MSCs, responders
showed a significant decrease of GTT and ITT areas under the curve (AUC), compared with untreated
diabetic group. Serum insulin concentration was significantly higher in diabetic animals compared
with the control group. There was no statistical difference in the total area and volume of islet  cells
in diabetic animals and responders and non-responders. The relative volume of a cells was
significantly lower in diabetic animals and responders, compared to the control group and significantly
higher in non-responders transplanted animals compared to diabetic animals. Apoptosis of islet cells
was significantly greater in diabetic animals and non-responders, and significantly lower in
responders, compared with the control and diabetic groups, respectively. Islet cell proliferation was
significantly lower in diabetic animals compared to the control group. However, islet cell proliferation
was not statistically different in transplanted animals compared to controls and diabetic animals. There
was a positive correlation between apoptosis of the islet cells and fasting glucose and AUC of GTT
and ITT, and a negative correlation of the proliferation of the islet cells and fasting glucose. The
results demonstrate that multiple infusions of MSCs can decrease fasting glucose and apoptosis in

pancreatic islets and increase insulin sensitivity in diabetic rats induced by high fat diet.

Key-words: type 2 diabetes, insulin resistance, mesenchymal stem cells.
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1 INTRODUCAO
1.1 Diabetes Mellitus

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2), a forma mais prevalente de diabetes,
presente em aproximadamente 90% dos casos da doenca, esta associada, basicamente, a dois
mecanismos patogénicos, a resisténcia a acdo da insulina e a disfuncdo secretdria/diminuicéo
de massa das células B pancreaticas (BUTLER et al., 2003a; DONATH et al., 2008; WEIR;
BONNER-WEIR, 2004).

Geneticamente, o DM2 apresenta formas monogénicas e poligénicas. As
primeiras sdo raras, sofrem minimas influéncias ambientais e tém caracterizados os genes
envolvidos com resisténcia insulinica ou deficiéncia de secrecdo insulinica. Entretanto, a
forma mais frequente de DM2 é poligénica e, embora potenciais loci para a suscetibilidade ao
DM2 tenham sido identificados em diferentes populagBes, intimeras dificuldades
metodologicas devem ser vencidas até que sua participacdo na génese da doenca seja
conhecida (ALMIND; DORIA; KAHN, 2001; COX, 2001; KOTA et al., 2012).

Dentre os fatores ambientais determinantes do DM2, destaca-se a obesidade,
particularmente, o acumulo de gordura visceral, cujo comportamento metabolico difere da
gordura subcutanea. O tecido adiposo modula o metabolismo pela liberagcdo de &cidos graxos
livres (AGL), glicerol, citocinas pré-inflamatorias, quimiocinas e horménios, incluindo a
leptina e a adiponectina. O aumento da maioria desses fatores compromete a acéo da insulina
nos oOrgdos-alvo, atuando, principalmente, na sua cascata de sinalizacdo e levando a
resisténcia insulinica (KAHN; HULL; UTZSCHNEIDER, 2006).
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Figura 1. Obesidade e fisiopatologia do diabetes tipo 2 (ABPI).

Entretanto, a maioria dos obesos e resistentes a insulina ndo desenvolve
hiperglicemia, pois, a célula B pancreatica apresenta plasticidade e adapta-se a reducdo da
sensibilidade a insulina, aumentando, tanto a secrecdo de insulina, como a massa de células p.
Os mecanismos adaptativos das células B a resisténcia insulinica parecem envolver o aumento
do metabolismo da glicose, a sinalizacdo por acidos graxos nao esterificados, 0 aumento da
sinalizacdo pela insulina/IGF-1 (insulin growth factor) e a acdo secretagoga e mitdgena da
incretina GLP-1 (glucagon-like peptide-1) (BERNAL-MIZRACHI et al., 2001; DRUCKER;
NAUCK, 2006; FERREIRA MDEL; LOMBARDO; CHICCO, 2010; MATVEYENKO et al.,
2009).
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Figura 2. Caracteristicas histoldgicas das ilhotas pancreaticas de camundongo e humano (KAWAMORI et al.,

2011).

A regulacdo da massa de célula$ parece resultar do balago dindmico entre
morte celular e neogénese e/ou replicacdo de célulaB existentes. CondizGes associada com
aumento da demanda de insulina incluindo hiperglicemia, resisténcia a insulina, obesidade e
gravidez resultam em aumento da massa de células p em roedores jovens. Entretanto, aumenta
da apoptose e/ou diminuicdo da regeneracdo nas célupppode ter impacto na massa de
células B ¢ desenvolvimento da hiperglicemia (ASGHAR et al., 2006; BONNER-WEIR,
2001; BUTLER et al., 2003b; CERF, 2013; DOR et al., 2004; PORTE; KAHN, 2001;
RAFACHO et al., 2009; THOLE et al., 2012).
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Nos pacientes com DM2, a resisténcia insulinica associa-se a disfuncdo das
células B pancreaticas que ndo apresentam essa resposta adaptativa. Portanto, as
anormalidades adaptativas das celulas B a resisténcia insulinica sdo criticas para o
desenvolvimento do DM2. As alteragdes das células B pancreaticas no DM2 séo tanto
funcionais quanto quantitativas. Assim, a massa de células p reduz-se a aproximadamente
50% do normal por aumento da apoptose e as células B perdem 75% da sua capacidade
funcional (BUTLER et al., 2003a; RODER et al., 1998)

Os fatores envolvidos na disfuncéo das células B ja estdo bem estabelecidos, e
sabe-se que elas deixam de responder aos estimulos secretagogos. Muitas vias de sinalizacdo
podem afetar o crescimento e a sobrevivéncias das células . Alguns dos muitos mecanismos
que podem estar envolvidos nessa disfuncdo sdo o estresse oxidativo, a disfungédo
mitocondrial, o estresse do reticulo endoplasmatico rugoso, inflamacdo local e deposicéo de

material amilGide, associados a predisposicdo genética (DONATH et al., 2008; GLOYN et al.,
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2008; LENZEN, 2008; MUOIO; NEWGARD, 2008). A hiperglicemia, decorrente desse
processo, € 0 aumento da concentracdo dos &cidos graxos livres, acarretando
glicolipotoxicidade, sdo fatores agravantes que aceleram o declinio das células B no DM2
(CNORP et al., 2005; POITOUT; ROBERTSON, 2008; RHODES, 2005).

Atualmente, j& ha in0meras evidéncias experimentais, clinicas e
epidemioldgicas, da participacdo do sistema imune e de mediadores inflamatdrios nos dois
mecanismos basicos do DM2, resisténcia insulinica e faléncia da célula pancreatica B, tendo
como resultado final o desenvolvimento de DM2 (DONATH et al., 2008; HERDER et al.,
2005; HOTAMISLIGIL, 2006; KOLB; MANDRUP-POULSEN, 2005; PICKUP, 2004;
THORAND et al., 2005).

O aumento da liberagcdo de TNF (tumor necrosis factor)-a, IL (interleukin)-6,
MCP-1 (monocyte chemo-attractant protein-1) e de outros fatores sollveis secretados por
macrofagos e por outras células residentes no tecido adiposo tem papel fundamental no
desenvolvimento da resisténcia insulinica (GUILHERME et al., 2008). O TNF-a e a IL-6
estimulam as vias da quinase aminoterminal c-Jun (JNK) e quinase B de IxB (IKK- ) /fator
nuclear kB (NF-«xB), que resultam em aumento da produgdo de mediadores inflamatorios e
resisténcia insulinica. A fosforilacdo de IxB por sua quinase IKK- f leva a degradacéo de 1B,
liberando NF-kB para agir como fator de transcri¢do nuclear em diversos genes envolvidos na
resposta inflamatéria (KARIN; DELHASE, 2000). As vias que envolvem a inducdo da
supressdo de proteinas sinalizadoras de citocinas (suppressor of cytokine signalling, SOCS) e
inducdo da sintase do Oxido nitrico (iNOS) podem estar envolvidas no mecanismo de
resisténcia insulinica mediada por citocinas. A secrecdo dessas proteinas pré-inflamatorias,
em especial, o MCP-1 pelos adipocitos, celulas endoteliais e mondcitos aumenta o
recrutamento de macrofagos que realimentam o processo (ARKAN et al., 2005; MOONEY et
al., 2001; PERREAULT; MARETTE, 2001; WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2005). Embora
por diferentes mecanismos, a maioria dos fatores inflamatorios age negativamente nas vias de
sinalinalizacdo da insulina, modificando os seus substratos intracelulares, principalmente a
fosforilagdo da familia proteica do substrato do receptor de insulina (IRS), com a ajuda de
diferentes fatores de transcricdo, dentre eles, a familia do peroxisome-proliferator activated
receptor (PPAR). Assim, as vias metabolicas, inflamatdrias e da imunidade inata parecem
interagir, levando a resisténcia insulinica de maneira complexa e ainda pouco clara, apesar

dos inimeros avangos nessa area na Ultima década. O chamado estresse do reticulo
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endoplasmatico e a disfun¢do mitocondrial, causados, entre outros, por aumento de demanda
metabolica, tém sido considerados importantes elos entre as vias metabdlicas e inflamatdrias
envolvidas na resisténcia insulinica associada a obesidade e ao DM2 (HOTAMISLIGIL,
2006; SCHENK; SABERI; OLEFSKY, 2008; TANIGUCHI; EMANUELLI; KAHN, 2006).

Embora o reconhecimento da participacdo do sistema imune na disfuncdo e
morte das células B no DM2 seja bem mais recente, dados clinicos e experimentais, in vivo e
in vitro, indicam que no DM2, assim como no DML, a inflamacdo na ilhota de Langerhans
(insulite) é uma caracteristica predominante (DONATH et al., 2008; EHSES et al., 2007). Em
ilhotas de camundongos submetidos & dieta rica em gordura, foi observado nUmero
aumentado de macrofagos bem antes do inicio de hiperglicemia. Adicionalmente, fatores
inflamatdrios, incluindo IL-6, IL-8, quimiocina KC, G-CSF (granulocyte colony-stimulating
factor) e MIP-1a (macrophage inflammatory protein 1 «), séo produzidos em ilhotas expostas
a estresse metabdlico (hiperglicemia e hiperlipemia) e em ilhotas isoladas de camundongos
submetidos a dieta rica em gordura. Algumas evidéncias sugerem que o sistema imune local
pode estar envolvido no mecanismo de apoptose das células 3 que acompanha os distarbios
metabdlicos prévios e culmina no DM2. Dentre as citocinas envolvidas nesse processo, vale
ressaltar a IL-1PB, cuja producdo local por células B, sob estimulo com glicose, foi
demonstrada e cujo bloqueio sisttmico por injecdo de antagonista recombinante do receptor
de IL-1 B em 70 pacientes com DM2 levou a aumento da secrecdo de insulina (BONI-
SCHNETZLER et al., 2008; LARSEN et al., 2007; MAEDLER et al., 2002). A hipétese
defendida pelo grupo de pesquisadores que produziu a maioria desses resultados é que o
estresse metabdlico (hiperglicemia, dislipidemia e adipocinas) levaria a producao de IL-1
pelas ilhotas, as quais controlariam a sua propria producdo e a de outros mediadores
inflamatdrios e atrairiam macrdfagos, perpetuando o processo inflamatdrio. Este processo
culminaria na faléncia secretdria e morte das células B (EHSES et al., 2008). Adicionalmente,
hd mais de uma década foi demonstrado que a IL-1 B pode induzir a expressdao de Fas,
receptor de superficie celular envolvido na apoptose de células p (LOWETH et al., 1998). Por
outro lado, as acbes da IL-1 B nas ilhotas dependem da dose, jA que, em pequenas
concentragdes, pode ter um papel protetor sobre as células p (MAEDLER, 2008).
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Figura 4. Mediadores inflamatorios no Diabetes Mellitus tipo 2 (DONATH et al., 2003).

O tratamento do DM2 requer multiplos profissionais e envolve terapia
nutricional, exercicio fisico, diversas drogas orais e, frequentemente, multiplas injecGes
diérias de insulina ou de outros medicamentos injetaveis. A aderéncia a terapéutica costuma
ser baixa e mais de 70% dos pacientes apresentam mau controle metabdlico (BOSI et al.,
2009; CHATURVEDI, 2007; STUMVOLL; GOLDSTEIN; VAN HAEFTEN, 2005). A
elevada frequéncia de complicacdes cronicas associa-se ao estado de mau controle metabdlico
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do DM2, estando ja bem estabelecido que a hiperglicemia é um dos principais fatores
responsaveis pelo desencadeamento das complicacGes diabéticas cronicas (WATKINS, 1998).
Elas decorrem de alteraces micro e macrovasculares que levam a disfuncdo, dano ou faléncia
de varios orgaos e incluem a nefropatia, com elevada taxa de evolugdo para insuficiéncia
renal, a retinopatia, principal causa de cegueira adquirida, a neuropatia, principal causa ndo
traumética de amputacdo de membros inferiores, e manifestaces de disfuncdo do sistema
nervoso auténomo, incluindo disfuncdo sexual (BOULTON et al., 2005; MOLITCH et al.,
2004; TESFAYE et al.,, 1996). Adicionalmente, a associacdo entre DM e doencas
cardiovasculares, que englobam isquemia miocardica, obstrucdo arterial periférica e doenca
vascular cerebral, estd bem estabelecida. O DM2 aumenta o risco de doenga cardiovascular
em 2 a 4 vezes, sendo essa a principal causa de mortalidade em diabéticos (GRUNDY et al.,
1999; HAFFNER, 2000). Tudo isso acarreta elevados custos, diretos e indiretos, para 0s
individuos portadores de DM, para o sistema publico de salde e para a sociedade como um
todo.

Portanto, o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para o0 DM2 é
fundamental. Em se mostrando segura e efetiva, a terapia regenerativa do pancreas no DM2
poderd vir a ser uma ferramenta importante para o controle metabdlico da doenga e reducéo

das complicacgdes cronicas.

1.2 Diabetes Mellitus e terapia celular

Os estudos clinicos com utilizacdo de terapia celular para tratamento do DM1
ja estdo em fase avancada e os resultados, até o0 momento, parecem promissores (COURI,;
VOLTARELLLI, 2009; VOLTARELLI et al., 2007).

O interesse pelo tratamento regenerativo e pela utilizacdo de terapia celular,
mais especificamente, células-tronco (CT) pluri ou multipotentes, para o tratamento do DM2,
deriva das evidéncias clinicas mencionadas acima e da importancia da preservacdo da
integridade funcional e quantitativa das células B pancreaticas cuja destruicdo esta envolvida
na patogénese do DM2. Adicionalmente, as dificuldades encontradas com a utilizacdo de
outros métodos de reposicdo de células B, tais como transplantes de ilhotas, de pancreas e de
linhagens celulares produtoras de insulina (LANZA; CHICK, 1997; ROCHE et al., 1997)
torna a possibilidade de utilizacdo de CT muito atraente (MESPLES et al., 2013).
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A utilizagdo de CT, de diferentes fontes, para controle glicémico em modelos
experimentais de DM2 tem sido descrita. Assim, Soria e colaboradores (2000) demonstraram
que células secretoras de insulina derivadas de CT embrionérias indiferenciadas implantadas
em baco de camundongos com diabetes induzido por estreptozotocina eram capazes de
manter normoglicemia. J& Kojima e colaboradores (2004) detectaram células produtoras de
insulina em tecidos extra-pancreaticos de ratos e camundongos hiperglicémicos tratados com
celulas-tronco adultas derivadas da medula Ossea. Adicionalmente, Ende e colaboradores
(2004) demonstraram diminuicdo da glicemia, maior sobrevida e atenuagdo de lesbes renais
em camundongos obesos com desenvolvimento espontaneo de DM2 tratados com células
sanguineas mononuclueares derivadas de corddo umbilical humano. Recentemente, Abraham
e colaboradores (2008) relataram aumento da tolerdncia a glicose e da concentracdo
plasmatica de adiponectina em camundongos obesos apos transplante intra-6sseo de CT de
medula dssea, associado a inducdo de heme oxigenas, e Chen e colaboradores (2009)
relataram melhora da sensibilidade a insulina, da fungdo vascular e da funcdo renal apds
infusdo de células da medula éssea de camundongos ndo diabéticos em camundongos db/db
diabéticos (ABRAHAM et al., 2008; CHEN et al., 2009; ENDE; CHEN; REDDI, 2004;
KOJIMA et al., 2004; SORIA et al., 2000).

Em seres humanos, ha raros relatos de estudos que verificaram o efeito de
tratamento com CT sobre o controle glicémico no DM2. Dentre eles, Novoa e colaboradores
(2009) relataram, recentemente, menores concentracoes glicémicas e necessidade de menores
doses de insulina, em 126 pacientes diabéticos com doenca arterial periférica grave, tratados
com infusdo autologa de células mononucleares (CMN) da medula 6ssea no masculo
gastrocnémio. Ja Estrada e colaboradores (2008) submeteram portadores de DM2 a
combinacdo de infusdo intrapancredtica de CMN aut6logas derivadas da medula Ossea e
oxigenioterapia hiperbarica e, apds acompanhamento de 1 ano, observaram reducdo
significativa da glicemia de jejum, da hemoglobina glicosilada e das doses diarias de insulina
e hipoglicemiantes orais, assim como aumento das concentracfes plasmaticas de peptidio-C.
Em trabalho recente, Vifia e colaboradores (2009) relataram o efeito benéfico da infusdo local,
por via intra-arterial, de CMN da medula 6ssea em 58 pacientes diabéticos tipo 2, persistindo
durante 36 meses de seguimento. Embora, os autores desses relatos sugiram efeitos benéficos
da terapia com CT sobre a angiogénese, mecanisticamente, 0 mecanismo de ac¢ao envolvido
ainda nao foi abordado, principalmente pelas dificuldades metodologicas de estudos em

humanos. Entretanto, em analise de autdpsias, Butler e colaboradores (2004) avaliaram o
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pancreas de 31 individuos, dos quais dois diabéticos tipo 2, submetidos a transplante de CT
hematopoéticas ao longo da vida e ndo observaram a presenca de células B derivadas das
células hematopoéticas dos doadores, concluindo ser pouco provavel que estas células
possam se transdiferenciar em células p (BUTLER et al., 2007; ESTRADA et al., 2008).

1.3 Células-tronco mesenquimais

Célula-tronco é uma célula capaz de dar origem a outra célula-tronco idéntica
(auto-renovacdo), diferenciar-se em células especializadas, e fazer a reconstitui¢cdo funcional
in vivo de um tecido. O desenvolvimento de tecidos e 6rgdos durante a embriogénese depende
dessas celulas e no adulto perdas celulares frequentes sdo compensadas pela diferenciacéo das
células-tronco adultas (ZIPORI, 2004). A medula dssea contém, além das células-tronco
hematopoéticas, precursores de linhagens ndo-hematopoéticas que incluem as células
mesenquimais estromais multipotentes, as quais s@o referidas como MSCs (Multipotent
Mesenchymal Stromal Cells ou Mesenchymal Stem Cells) (DOMINICI et al., 2006; ZHANG
et al., 2005). Uma pequena subpopulacdo delas tem propriedade de células-tronco (auto-
renovacdo, proliferacdo indefinida, plasticidade), sendo denominadas células-tronco
mesenquimais. As MSCs constituem uma populacdo rara de progenitores multipotentes que
contribuem para a regeneracdo de tecidos mesenquimais tais como: 0sseo, cartilaginoso,
muscular, ligamento, tenddo, tecido adiposo e estroma medular, além de exercerem um papel
fundamental na hematopoese (PITTENGER et al., 1999). As MSCs caracterizam-se pela
auséncia de expressdo de marcadores de linhagens hematopoéticas tais como CD34, CDA45,
CD14, glicoforina A e marcadores de células T e B, e pela expressdo de varios marcadores
celulares tais como CD44, CD29, CD51/61, CD13, CD54, CD90, CD49, CD73, CD105,
STRO e KDR, bem como algumas moléculas de adesdo essenciais envolvidas na interacéo
com células T, como VCAM-1, ICAM-1, e LFA-3. Elas expressam MHC de classe | e ndo
expressam MHC de classe Il e moléculas co-estimuladoras como CD40, CD80 e CD86.
Portanto, apresentam um imunofendtipo n&o-imunogénico ou hipo-imunogénico (LE
BLANC; PITTENGER, 2005). Desse modo, as MSCs escapam da vigilancia do sistema
imune, porque possuem antigenos de superficie que sdo pobremente reconhecidos pelas
células T aloreativas e células NK. Sendo assim, elas podem ser transplantadas de forma

alogénica, autéloga e em xenoenxertos (ZHANG et al., 2005).

Outra propriedade atribuida as MSCs é a sua capacidade de imunossupressao

in vitro e in vivo. Em 2003, Le Blanc e colaboradores mostraram que MSCs exerceram um
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efeito imunomodulador em culturas mistas de linfocitos, onde em altas concentraces essas
células ndo s6 suprimiram a aloreatividade das células T como também reduziram a
proliferacédo dos linféciots causadas por potentes mitdgenos de céelulas T, como PHA e Con A
(LE BLANC et al., 2003). Di Nicola e colaboradores (2002) confirmaram a atividade
inibitoria de células estromais da medula 6ssea na proliferacdo de células T desencadeada
tanto por estimulos celulares quanto humorais, sendo que este efeito foi revertido pela adigdo
de anticorpos monoclonais neutralizantes anti-TGF-B1 e anti-HGF (DI NICOLA et al., 2002).
Trabalhos mais recentes demonstraram que as MSCs inibem a proliferagdo de células T pela
regulacdo negativa da expressao de ciclina D2 (GLENNIE et al., 2005) e que a inibi¢do da
proliferacdo deve-se a ativacdo da via de sinalizacdo por PD-1 (AUGELLO et al., 2005).
Além de atuarem sobre linfocitos T, outros trabalhos recentes mostraram que as MSCs
exercem uma regulacdo geral sobre as respostas imunes, atuando também sobre outras células
do sistema imune inato e adaptativo (AGGARWAL,; PITTENGER, 2005). Recentemente,
Maccario e colaboradores (2005) demonstraram que a interagdo de MSCs humanas com
cultura mista de linfécitos inibe a diferenciacdo de células dendriticas mielGides e favorece a
diferenciagdo de subpopulacBes de células T CD4" que expressam um fenotipo
regulatério/supressor (MACCARIO et al., 2005).

Além da modulacdo de respostas imunes, outra propriedade interessante das
MSCs consiste em sua capacidade de migracdo para um sitio de injaria tecidual, apds
administracdo intravenosa. Esta extraordinaria capacidade das MSCs foi demonstrada em
casos de fratura Ossea, infarto do miocardio, injuria cerebral isquémica, dentre outros (LE
BLANC; PITTENGER, 2005). Assim, devido a facilidade com que essas MSCs podem ser
cultivadas e expandidas in vitro tem incitado muitos pesquisadores a propor possiveis
aplicacdes clinicas para estas células (WEXLER et al., 2003). Com base em suas propriedades
imunolodgicas, principalmente sua capacidade imunossupressora, acredita-se que as MSCs
podem ser aplicadas terapeuticamente no tratamento de doengas inflamatdrias humanas. Além
do potencial imunossupressor e imunomodulador, h4 o potencial de diferenciacdo celular e

regeneracdo tecidual das MSCs, visando a reconstrucdo dos tecidos lesados.

As MSCs representam, portanto, uma fonte de células-tronco adequada para
terapias celulares em virtude de seu facil isolamento, expansdo e capacidade
imunossupressora. Nesse contexto, fazem-se necessarios estudos pre-clinicos em modelos

animais, com o objetivo de avaliar a eficacia e os efeitos do tratamento com MSCs.
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1.4 Células-tronco mesenquimais e Diabetes Mellitus

Estudos prévios demonstraram que as MSCs sdo capazes de reduzir a
hiperglicemia em animais e humanos com diabetes tipo 1 e 2 (BHANSALI et al., 2009;
EZQUER et al., 2011a; EZQUER et al., 2008; HO et al., 2012; JIANG et al., 2011; LEE et
al., 2006; Sl et al., 2012; ZHOU et al., 2009).

O transplante de MSCs em modelos diabéticos exerceu efeitos anti-diabéticos,
que resultaram em aumento do nimero de ilhotas pancreaticas (DINARVAND; HASHEMI,
SOLEIMANI, 2010; EZQUER et al., 2011a; Sl et al., 2012), aumento das células produtoras
de insulina (EZQUER et al., 2008; LEE et al., 2006), restrita expansdo das células produtoras
de glucagon (EZQUER et al, 2008) e diferenciacdo das células-tronco, incluindo MSC e
células-tronco pancreaticas endégenas (LIN et al., 2009). Além disso, transplante de MSCs
promoveu a expressao de insulina e PDX-1 (Pancreatic duodenal homeobox-1) no pancreas
(BOUMAZA et al, 2009). PDX-1 ¢é um fator de transcricdo responsavel pelo
desenvolvimento pancreatico durante embriogénese, diferenciacdo das célulag, e
manutenc¢do da funcdo das células  no adulto (HOLLAND et al., 2005).

A infusdo autologa das MSCs derivadas da medula 0ssea em ratos diabéticos
induzido por STZ (estreptozotocina) aumentou as concentragdes de insulina, e a expresséo de
PDX-1 (Pancreatic duodenal homeobox-1) na ilhota dos animais diabéticos comparadas com
0s animais ndo tratados, com consequente diminuicdo da hiperglicemia. Além disso, as MSC
modificaram o padrdo de citocinas das células T, sugerindo que os fatores de crescimento e
moléculas bioativas expressas pelas MSC depois da infusdo, podem promover ativacao,

sobrevivéncia ou desenvolvimento das células p (BOUMAZA et al, 2009).

Dinarvante e colaboradores (2010) demonstraram que o transplante sinérgico
de MSCs induzidas em diferenciacdo hepética pode reverter o diabetes induzido por STZ em
camundongos, devido ao aumento do numero de ilhotas, aumento da sensibilidade a insulina e
diminuicdo da hiperglicemia. Esses autores sugerem que as citocinas produzidas pelas MSCs

promovem a sobrevivéncia das células por mecanismo paracrino.

De acordo com Si e colaboradores (2012), o transplante de MSCs em ratos com
DM2 induzido por STZ e dieta hiperlipidica, diminui a hiperglicemia e aumenta a

sensibilidade da insulina nos tecidos-alvos, devido ao aumento da expressdo do transportador
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de glicose e sinalizacdo de insulina no musculo esquelético e tecido adiposo. Mais
recentemente, Hao e colaboradores (2013) demonstraram que multiplas infusdes de MSC em
ratos com DM2 induzido por STZ e dieta hiperlipidica, diminuiram a hiperglicemia,
aumentaram a sensibilidade a insulina observada no teste de tolerancia a glicose, e as analises
de imunofluorescéncia de insulina e glucagon demonstraram restauracdo do numero e
estrutura das ilhotas, e que os fatores de crescimento e citocinas liberados pelas MSC

infundidas séo os responsaveis pelos efeitos observados (HAO et al., 2013).
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Dada a importancia da infusdo de MSCs em modelos animais de DM2, foram
estudados os efeitos de multiplas infusbes de MSCs na regulacdo da glicemia, resisténcia a
insulina e aspectos morfométricos da ilhota pancreatica, em camundongo com DM2 induzido

por dieta hiperlipidica.
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2 OBJETIVOS

Avaliar os efeitos da infusdo de celulas-tronco mesenquimais (MSCs) em

camundongos com DM induzido por dieta hiperlipidica.
2.1 Objetivos especificos

Avaliar os possiveis efeitos da infusdo de MSCs em:

o Evolucéo da glicemia de jejum;

. Evolugéo da tolerancia a glicose e resisténcia a insulina;

. Area total da ilhota pancreética;

. Volume relativo das células produtoras de insulina e glucagon;

. Proliferacdo e apoptose das células da ilhota pancreatica.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Camundongos Swiss (24,0 £ 0,4g) machos, adultos, com 4 semanas de idade
fornecidos do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica (CEMIB - Campinas, Séo
Paulo, Brasil) foram utilizados neste projeto. Os animais foram mantidos em gaiolas
individuais, em biotério com temperatura, umidade e iluminacédo (7-19h: claro; 19-7h: escuro)
controladas e oferta de &gua ad libitum. Os animais foram pesados e a ingestdo alimentar foi
medida diariamente. Apos 1 semana de aclimatacdo, os animais foram aleatoriamente
divididos em 2 grupos: grupo controle (C) alimentado com dieta padrdo para roedores
composta de 4% de gordura, 20% de proteina e 76% de carboidrato em relacdo ao valor
calérico total (VCT) contendo 3,83Kcal/g de energia metabolizavel, e grupo dieta
hiperlipidica (D) alimentado com dieta rica em gordura saturada composta de 60% de
gordura, 20% de proteina e 20% de carboidrato em relagdo ao VCT, contendo 5,24Kcal/g de

energia metabolizavel. (Prag Solucdes, Sao Paulo, Brasil).

Apos 8 semanas de tratamento com dieta hiperlipidica, os animais tornaram-se

obesos, hiperglicémicos (glicemia de jejum > 180 mg/dL) e resistentes a insulina.
3.2 Infuséo das MSCs

Na nona semana, 0s animais diabéticos foram subdivididos aleatoriamente nos
grupos: diabético (DM) e diabético transplantado com MSC (DMSC). Os camundongos do
grupo DMSC receberam 4 infuses intraperitoneais (i.p.) de 5 — 8 x 10° células resuspensas
em 200uL de PBS (sterile phosphate buffered saline), com 1 semana de intervalo entre as
infusdes. As células infundidas encontravam-se nas quarta e quinta passagens. Os
camundongos do grupo diabético receberam infusdo de 200uL de PBS. A via de infusdo
intraperitoneal foi escolhida porque, a infusdo intravenosa, apesar de ser mais comumente
utilizada, aumenta o risco de morte por embolia pulmonar, visto que, as MSC de rato
apresentam didmetro maior do que os capilares pulmonares dos camundongos (WILSON;
VITKIN; MATTHEWS, 2009).
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3.3 Monitoramento da glicemia de jejum e testes de toleréncia a glicose (TTG) e a
insulina (TTI) antes e ap6s infusdes de MSC

A glicemia foi determinada em amostra sanguinea coletada da cauda por

glicosimetro portatil (Accu-Check, Roche Diagnostic, Indianopolis, USA).

O TTG foi realizado em jejum, com injecdo intraperitoneal (i.p.) de glicose
(1,5mg/g massa corporal) e coleta de sangue caudal aos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos para
dosagem de glicemia. O TTI foi realizado em jejum, com injecdo i.p. de insulina regular
(0,75U/Kg massa corporal) e coleta de sangue caudal aos 0, 30, 60 e 90 minutos para

dosagem de glicemia.

O TTG e o TTI foram realizados antes e 1, 2,3 e 4 meses apos a Ultima infusdo

de MSC. A glicemia de jejum foi monitorada semanalmente apds a ultima infuséo de MSC.
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Desenho experimental
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Figura 6. Desenho experimental. Os camundongos iniciaram o experimento com 4 semanas de idade e
receberam dieta padrédo durante 1 semana de aclimatagao. Ap0s esse periodo, foram divididos em grupo controle,
gue permaneceram com a dieta padrdo, e grupo dieta hiperlipidica, que receberam dieta hiperlipidica. Apos 8
semanas de tratamento com dieta hiperlipidica, os animais diabéticos foram subdivididos em grupo diabético e
grupo diabético transplantados com MSC (DMSC). Os animais do DMSC receberam 4 infusdes de 5 — 8 x 10°
células intraperitoneal, com 1 semana de intervalo entre as infusdes. Glicemia de jejum foi realizada
semanalmente e os TTG e TTI foram realiados mensalmente, ap6s a uUltima infusdo de MSCs. No final de
periodo experimental, ou seja, quatro meses apds a Ultima infusdo de MSC, foram realizados também a dosagem
de insulina no soro (ELISA) e imunohistoquimica do pancreas.

Todos os procedimentos de experimentacdo foram aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentagcdo Animal da Universidade Federal de S&o Carlos (Protocolo CEEA
no 053/2008).

3.4 Isolamento e expansdo de células-tronco mesenquimais da medula 6ssea de ratos

Wistar

Ratos Wistar, machos, com 6 semanas de idade, foram sacrificados por
deslocamento cervical e submetidos a remocéo cirdrgica e estéril do fémur e tibia mantidos
em PBS. Em seguida, foi realizada a extracdo da medula 6ssea pelo procedimento de lavagem

do osso com PBS. ApoOs a coleta, as células mononucleares da medula 6ssea foram
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centrifugadas por 10min a 1200rpm. Apés contagem, 5x10’ células mononucleares da medula
Ossea resuspendidas em meio de cultura alpha-MEM (Gibco, Auckland, NZ), suplementado
com 15% de soro bovino fetal (Hyclone, Logan, UT, USA) e 1mM de L-glutamina, foram
colocadas em placas (150x20mm) especificas para células que se aderem ao plastico, e
incubadas a temperatura de 37°C em atmosfera umidificada. As células ndo aderentes foram
removidas 72h por mudanga de meio de cultura. A primeira cultura confluente foi lavada com
PBS e incubada com tripsina a 37°C durante 5 minutos. RPMI1640 (Gibco, Auckland, NZ)
suplementado com 10% de soro bovino fetal (Hyclone, Logan, UT, Canadd) foi utilizado para
neutralizar o excesso de tripsina. As células foram centrifugadas e colocadas em placas

novamente. As passagens subsequentes foram realizadas similarmente.
3.5 Imunofenotipagem de MSC

Aliquotas de 100 ul de células-tronco mesenquimais na quarta e quinta
passagens (1x10° células/ml) foram incubadas por 20 minutos & temperatura ambiente, no
escuro, com 5ul de anticorpos monoclonais ou isotipos controles diretamente conjugados a
fluorocromos (isotiocianato de fluoresceina (FITC) ou ficoeritrina (PE)). Apés a incubacdo, as
células foram centrifugadas por 5 minutos a 500g, lavadas duas vezes com PBS,
ressuspendidas em 200 ul de PBS e analisadas no citdmetro de fluxo FACSort (Becton-
Dickson) usando o software Cellquest (BD). Para a caracterizacdo imunofenotipica das MSCs
foram utilizados anticorpos monoclonais contra CD31 (marcador de células endoteliais),
CD45 (marcador de célula hematopoiética), CD11lb (marcador de macréfagos), CD29
(integrina beta 1 — molécula de adesdo) e CD44 (glicoproteina de membrana — marcador de

células-tronco).
3.6 Diferenciagéo osteogénica e adipogénica das MSC

Foi verificado o potencial de diferenciagdo em ostedcitos e adipocitos das MSC
estudadas. A diferenciagdo osteogénica foi induzida em cultura confluente de MSC for 3
semanas em meio alpha-MEN (Gibco, Auckland, NZ) suplementado com 7,5% de soro
bovino fetal (Hyclone, Logan, UT, USA), 1uM de dexametasona, 200uM de &cido ascorbico e
Beta-glicerolfosfato 10mM (pH 7,2). Para observar os depdsitos de calcio, as culturas foram
avaliadas por meio da coloracdo de Von Kossa. As células aderidas as laminulas foram
fixadas em paraformaldeido 4% durante 15 minutos a temperatura ambiente. Apos lavagem

com agua destilada, as células foram incubadas no escuro em solucéo de nitrato de prata 5%.
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As laminulas contendo as células foram expostas a luz branca de uma lampada de 100W
posicionada a 30 cm de distancia das amostras por 45 minutos. Apds este periodo, as células
foram incubadas durante 2 minutos em solucédo de tiossulfato de sodio 5%, lavadas com agua
destilada e, por fim, coradas com Hematoxilina de Harris durante 5 minutos, e analisadas em
microscopio. Para a diferenciacdo adipogénica, as MSC confluentes foram cultivadas por 2
semanas em meio alpha-MEM (Gibco, Auckland, NZ) suplementando com 15% de soro
bovino fetal (Hyclone, Logan, UT, USA), dexametasona 100mM, 10ug/mL de insulina,
indometacina 100uM (pH 7,2). Para verificar a ocorréncia de diferenciacdo adipocitica, as
células aderidas as laminulas foram fixadas em paraformaldeido 4% durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Ap6s 3 minutos de incubacdo com alcool 70%, as células foram
coradas com Sudan II-Escarlate e Hematoxilina de Harris (PITTENGER et al, 1999).

3.7 Obtencéo de soro e tecidos dos animais

Os animais foram decapitados 4 meses apds a Ultima infusdo de MSCs. O
sangue do tronco foi coletado e centrifugado a 2000rpm durante 10 minutos e 0 soro

armazenado em temperatura -20° C.
3.8 Analise soroldgica

A dosagem de insulina no soro em jejum dos camundongos foi realizada pelo
método de ELISA, seguindo as instru¢des do fabricante (Millipore, cat. # EZRMI-13K).

3.9 Reac0es de imunohistoquimica em tecido pancreéatico

Os animais foram dissecados e amostras de pancreas foram fixadas em
formaldeido 10% tamponado. O tecido foi incluido em paraplaste, cortado em micrétomo
com espessura de 5um e os cortes foram montados em laminas de vidro mantidos em forno
seco a 60° C overnight para adesdo na lamina. Em seguida, o material foi desparafinizado e
hidratado em uma bateria de xilol, alcool e agua. A recuperacdo antigénica foi realizada por
meio de fervura dos cortes, em tampéo citrato, pH 6.0, durante 50 minutos em banho-maria a
100°C. Apos recuperagdo, foi feito o bloqueio da peroxidase endégena com o reagente
Peroxidase-Blocking Reagent (DAKO). Foi utilizado PBS+BSA 1% por 20 minutos para
bloqueio das ligacdes inespecificas e em seguida o anticorpo primario purificado rabbit anti-
mouse anti-insulin (diluicdo 1:100; Santa Cruz) ou anti-glucagon (dilui¢cdo 1:2000; AbCam)

foi incubado por 1h. J4, o anticorpo primério purificado rabbit-mouse anti-Ki67 (marcador
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nuclear de proliferacdo celular; diluicdo 1:100; Abcam) e o rabbit-mouse anti-caspase-3
(marcador citoplasméatico de apoptose celular; diluicdo 1:500; Abcam) foram incubados
overnight. O kit Universal LSAB™+ Kit/HRP foi usado posteriormente como fonte do
anticorpo secundario e estreptavidina. A reacdo foi revelada com DAB e contracorada com
hematoxilina. As laminas foram observadas ao microscopio optico (Axiolab; Carl Zeiss) com
ampliacdo de 20x, equipado com camera AxionCam HRc (Carl Zeiss).

3.10 Quantificacdo do tamanho da ilhota pancreatica, volume relativo das células beta e

alfa da ilhota e determinacdo das células positivas para caspase-3 e ki-67 na ilhota

Para estabelecer o tamanho da ilhota pancreatica e o volume relativo das
células beta e alfa, 15 ilhotas por animal foram selecionadas aleatoriamente e analisada a area
imunomarcada para insulina ou glucagon em relacdo a area total da ilhota, utilizando o
programa Image-Pr6® Plus (Media Cybernetics). A contagem das células positivas para
caspase-3 e Ki67 foi realizada em 15 ilhotas por animal, e para tal foi utilizado o programa
Image J. O volume relativo das células beta e alfa foi determinado pela area positiva para
insulina ou glucagon dentro da ilhota dividido pela area total da ilhota e o resultado expresso
em porcentagem. A determinacdo do grau de apoptose e proliferacdo nas células da ilhota foi
determinado pela divisdo do numero de células positivas para caspase-3 ou Ki67 pela area
total da ilhota.

3.11 Analise dos dados

Para comparagdes pré e pos-tratamento foi utilizado o test t student pareado.
Para comparacOes entre dois grupos diferentes foi utilizado o test t student ndo-pareado. E
para determinar as diferencas existentes entre 4 grupos experimentais foi utilizado o teste
Two-way ANOVA com teste post-hoc Tukey. Foi utilizado teste de correlacdo de Pearson
para avaliar correlacfes entre glicemia de jejum e AUC dos TTG e TTI 4 meses apos a Ultima
infusdo de MSCs e a positividade celular para caspase e Ki67 na ilhota pancreatica. As

diferencas foram consideradas estatisticamente significantes quando P < 0.05.



40

4 RESULTADOS

4.1 Identificacdo imunofenotipica e potencial de diferenciacdo das células-tronco
mesenquimais derivadas da medula 6ssea de rato Wistar

O histograma representativo da imunofenotipagem das MSC na quinta
passagem confirma o imunofenoétipo caracteristico dessas células, que apresentam marcadores
de superficie positivos (CD44, 71,86% e CD29, 84.10%) e negativos (CD45, 21,29%, CD31,
5,87% e CD11b, 14,97%) (Fig. 7). Adicionalmente, as MSC apresentaram morfologia
semelhante aos fibroblastos (Fig. 8A) e foram capazes de se diferenciar em linhagens de
ostedcitos e adipdcitos, por meios indutores especificos, descritos anteriormente (Fig. 8B e
C). Esses resultados caracterizam essas células como células-tronco mesenquimais, como
descrito em estudos prévios (DOMINICI et al., 2006; PITTENGER et al., 1999).
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Figura 7. Caracterizagdo imunofenotipica das MSC isoladas de medula 6ssea de rato Wistar. Histograma
representativo das MSC na quinta passagem, obtido por citometria de fluxo. Os valores representam a
porcentagem de células positivas para o antigeno de superficie.

Figura 8. Caracterizacdo da multipotencialidade das MSC. (A) Células-tronco mesenquimais (MSC) na
quinta passagem foram definidas com aparéncia de fibroblasto; (B) diferenciacdo adipogénica: depdsitos de
lipideos corados com Sudan II; (C) diferenciacdo osteogénica: depdsitos de calcio corados com von Kossa
(Aumento de 200x).
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4.2 Testes de tolerancia a glicose (TTG) e insulina (TTI) ap6s 8 semanas de tratamento
com dieta hiperlipidica

Ap0s oito semanas, as concentragcdes sanguineas de glicose em jejum e a area
sob a curva dos testes de tolerdncia a glicose e insulina aumentaram significativamente (p <
0,05) nos camundongos alimentados com dieta hiperlipidica em relagdo ao grupo controle,
caracterizando o modelo animal de obesidade, resisténcia a insulina e hiperglicemia (Fig. 9).

Foram considerados diabéticos os animais com glicemia de jejum > 180 mg/dL (URBAN et
al., 2008).
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Figura 9. (A) Teste de tolerancia a glicose (TTG), (B) area sob a curva do TTG, (C) teste de tolerancia a
insulina (TTI), e (D) area sob a curva do TTI depois de oito semanas de tratamento com dieta
hiperlipidica. Valores estdo representados como média + EPM, n=10-13 camundongos por grupo. Grupo
controle (C), grupo diabético (D). * p< 0,05, (C) vs. (D).
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4.3 Glicemia de jejum e insulinemia.

Apos o transplante, foram considerados respondedores os animais diabéticos
que apresentaram glicemia de jejum menor do que 180 mg/dL, quatro meses ap6s a ultima
infusdo das MSC. Segundo este critério, 72,2% da amostra (n=13) foram respondedores e
27,8% (n=5) ndo respondedores. Na tabela 1 é possivel observar a diminuicao significativa (p
< 0,05) da glicemia de jejum quatro meses apos a ultima infusdo de MSC comparada aos

valores pré-transplante (214,0+£20,8) nos animais respondedores (140,5+22,4).

Tabela 1. Glicemia de jejum (mg/dL) pré e apds tratamento com 4 infusGes de MSC

Respondedores Pré-tratamento 4 meses apos tratamento
1 184 167
2 214 119
3 226 167
4 215 148
5 234 157
6 218 147
7 180 115
8 221 112
9 227 121
10 248 119
11 220 125
12 180 158
13 215 171
Média 214,0+20,8 140,5+22,4*

*P < 0,05 (Pré-tratamento vs. pds-tratamento)

A primeira diminuicdo significativa (p < 0,05) da glicemia de jejum nos
animais respondedores ocorreu 7 semanas apés a Ultima infusdo de MSC e manteve-se até o
final do periodo experimental, comparado com o grupo diabético. Os animais diabéticos
apresentaram aumento significativo da glicemia de jejum durante todo periodo experimental,
com relacdo ao grupo controle. Além disso, dezesseis semanas apos a ultima infusdo de MSC,
0s animais ndo respondedores apresentaram aumento significativo da glicemia de jejum em

relagdo ao grupo controle e animais respondedores (Fig. 10).
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Figura 10. Glicemia de jejum (mg/dL) apds 4 infusGes de MSC. Valores estdo representados como média +
EPM, n=10-13 camundongos por grupo. Grupo controle (C), grupo diabético (D), grupo respondedor (R), grupo
ndo respondedor (NR). * p< 0,05, (C) vs. (D); ¥ p<0,05, (R) vs. (D); & p<0,05, (NR) vs. (C); * p<0,05, (NR) vs.
(R)

A concentracdo de insulina no soro dos animais diabéticos foi
significativamente (p < 0,05) maior comparado ao grupo controle. N&o houve diferenca

significativa entre os animais respondedores e ndo respondedores (Fig. 11).
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Figura 11. Insulina em jejum (ng/dL) soro. Valores estdo representados como média £+ EPM, n= 2-10
camundongos por grupo. Grupo controle (C), grupo diabético (D), grupo respondedor (R), grupo néo
respondedor (NR). * p< 0,05, (C) vs. (D).



4.4 Massa corporal e Ingestao alimentar

A massa corporal dos camundongos alimentados com dieta h
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iperlipidica

aumentou significativamente (p < 0,05), a partir da sétima semana de tratamento, e houve

também aumento significativo (p < 0,05) da ingestdo caldrica durante todo
experimental, em relagdo ao grupo controle (Fig. 12 e 13).
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Figura 12. Massa Corporal (g). Valores estdo representados como média =+ EPM, n=10-13 camundongos por
grupo. Grupo controle (C), grupo diabético (D), grupo respondedor (R), grupo ndo respondedor (NR). * p< 0,05,

(C) vs. (D).
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Figura 13. Ingestdo alimentar (Kcal). Valores estdo representados como média £ EPM, n=10-13 camundongos
por grupo. Grupo controle (C), grupo diabético (D), grupo respondedor (R), grupo ndo respondedor. * p< 0,05,

(C) vs. (D).
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4.5 Testes de tolerancia a glicose (TTG) e insulina (TTI) um, dois, trés e quatros meses
apos a ultima infusdo de MSCs.

Os animais respondedores apresentaram diminuicdo significativa (p < 0,05) da
area sob acurvado TTG e TTI em relacdo ao grupo diabético, somente apds 4 meses a Ultima
infusdo de MSCs. Além disso, os animais ndo respondedores também apresentaram
diminuicdo significativa (p < 0,05) da area sob a curva do TTI comparado ao grupo diabético,
quatro meses apods a Ultima infusdo de MSCs. Os animais diabéticos apresentaram aumento
significativo (p < 0,05) da &rea sob a curva do TTG e TTI em relagdo ao grupo controle,
durante todo periodo experimental (Fig. 14 e 15).
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Figura 14. Teste de tolerancia a glicose (TTG) e area sob a curva (AUC) do TTG 1, 2, 3 € 4 meses apés 4
infusdes de MSC. Valores estdo representados como média + EPM, n=10-13 camundongos por grupo. Grupo
controle (C), grupo diabético (D), grupo respondedor (R), grupo néo respondedor (NR). * p< 0,05, (C) vs. (D):; *

p<0,05, (R) vs. (D).
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Figura 15. Teste de tolerancia a insulina (TTI) e area sob a curva (AUC) do TTI 1, 2, 3 e 4 meses apdés 4
infusdes de MSC. Valores estdo representados como média + EPM, n=10-13 camundongos por grupo. Grupo
controle (C), grupo diabético (D), grupo respondedor (R), grupo néo respondedor (NR). * p< 0,05, (C) vs. (D) *
p<0,05, (R) vs. (D); ® p<0,05, (D) vs. (NR).
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4.6 Analise morfométrica do pancreas

N&o houve diferenca significativa na area total da ilhota e na porcentagem de
células B dos animais digticos  comparado ao grupo controle, e respondedores e néo

respondedores comparados ao grupo diabético (Fig. 16 e 17A e B).

Area total da ilhota
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Figura 16. Area total da ilhota (um?) pancreatica. Valores estdo representados como média = EPM, n=10-13
camundongos por grupo. Grupo controle (C), grupo diabético (D), grupo respondedor (R), grupo néo
respondedor (NR).



49

Volume de célula 3 (%)

o
o
A

Figura 17. Andlise morfométrica do pancreas por imunochistoquimica com marcagdo para insulina.
Imagem representativa das ilhotas pancreaticas dos grupos controle, diabético, respondedor e néo
respondedor (aumento 200x) (A). Volume relativo de célulap (%) na s ilhotas pancreaticas (B). Valores
estao representados como média + EPM, n=10-13 camundongos por grupo. Grupo controle (C), grupo diabético
(D), grupo respondedor (R), grupo ndo respondedor (NR).

O volume relativo das células diminuiu significativamente (p < 0,05) nos
animais diabéticos e respondedores comparados com o grupo controle. Entretanto, os animais
ndo respondedores apresentaram aumento significativo do volume de célulaanto em

relacdo ao grupo diabético quanto ao grupo respondedor (Fig. 18A e B).
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Figura 18. Analise morfométrica do pancreas por imunohistoquimica com marcacgdo para glucagon.
Imagem representativa das ilhotas pancreaticas dos grupos controle, diabético, respondedor e néo
respondedor (aumento 200x) (A). Volume relativo de célula alfa (%) na ilhota pancreatica (B). Valores
estdo representados como média + EPM, n=10-13 camundongos por grupo. Grupo controle (C), grupo diabético
(D), grupo respondedor (R), grupo néo respondedor (NR). * p< 0,05, (C) vs. (D); * p<0,05, (R) vs. (C); % p<0,05,
(NR) vs. (D), * p< 0,05 (NR) vs. (R).

4.7 Quantificacdo de apoptose e proliferacdo celular na ilhota
A apoptose nas ceélulas das ilhotas dos animais diabéticos aumentou

significativamente (p < 0,05) em relacdo ao grupo controle. Ja, os animais respondedores
apresentaram diminuicdo significativa (p < 0,05) da apoptose nas ilhotas comparados com o
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grupo diabético. Entretanto, a apoptose celular nas ilhotas dos animais ndo respondedores
aumentou significativamente em relacdo aos 3 grupos (controle, diabético e respondedores)
(Fig. 19 Ae B).
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Figura 19. Analise morfométrica do pancreas por imunohistoquimica com marcagdo para caspase-3.
Imagem representativa das ilhotas pancreaticas dos grupos controle, diabético, respondedor e nao
respondedor (aumento 200x) (A). Apoptose celular na ilhota pancreatica (células positiva para caspase-
3/um? da ilhota) (B). Valores est&o representados como média + EPM, n=10-13 camundongos por grupo. Grupo
controle (C), grupo diabético (D), grupo respondedor (R), grupo néo respondedor (NR). * p< 0,05, (C) vs. (D); *
p<0,05, (R) vs. (D); * p<0,05, (NR) vs. (C); & p<0,05, (NR) vs. (D); * p<0,05, (NR) vs. (R).
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A proliferacdo celular da ilhota nos animais diabéticos diminuiu
significativamente (p < 0,05) em relacdo ao grupo controle. N&o houve diferenca significativa

da proliferacdo celular na ilhota dos animais respondedores e ndo respondedores (Fig 20A e
B).
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Figura 20. Analise morfométrica do pancreas por imunohistoquimica com marcagéo para Ki-67. Imagem
representativa das ilhotas pancreaticas dos grupos controle, diabético, respondedor e ndo respondedor
(aumento 200x) (A). Proliferagéo celular na ilhota pancreética (células positiva para Ki-67/um? da ilhota)
(B). Valores estdo representados como média + EPM, n=10-13 camundongos por grupo. Grupo controle (C),
grupo diabético (D), grupo respondedor (R), grupo nao respondedor (NR). * p< 0,05, (C) vs. (D).
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4.8 Anélises de correlacéo

Foi observada correlacdo diretamente proporcional das células positivas para
caspase-3 na ilhota pancreética e glicemia de jejum (r = + 0,56; p = 0,002), AUC do TTG (r =
+ 0,59; p = 0,001) e AUC do TTI (r = + 0,42; p = 0,03). Além disso, houve correlacéo
inversamente proporcional das células positivas para Ki67 na ilhota pancreética e glicemia de
jejum (r =-0,39; p =0,03).
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Figura 21. Correlacdo de glicemia de jejum com células positivas para caspase (A) e Ki67 (B) na ilhota
pancreatica; correlacdo da AUC (area sob a curva) do TTG (teste de tolerancia a glicose) (C) e TTI ( teste
de toleréncia a insulina) (D) 4 meses apds a Ultima infusdo de MSCs e células positivas para caspase na
ilhota pancreatica.
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5 DISCUSSAO

A dieta hiperlipidica causou obesidade, aumento da ingestdo calorica,
hiperglicemia, hiperinsulinemia, intolerancia a glicose e resisténcia a insulina nos animais
estudados. Esses resultados estdo de acordo com relatos prévios (DE SOUZA et al., 2005;
ROSSMEISL et al.,, 2003). Segundo Lemke e colaboradores (2008), camundongos Swiss
desenvolvem espontaneamente diabetes mellitus tipo 2 (DM2) com o aumento da idade e com
0 consumo de dieta hiperlipidica, desenvolvem fendtipo que se assemelha a sindrome
metabolica humana, constituindo assim, modelo animal adequado para estudar os aspectos

fisiopatolégicos e mecanismos terapéuticos do DM2 (LEMKE et al., 2008).

A maior dificuldade enfrentada no desenho experimental deste estudo foi a
escolha do modelo adequado para o propdsito da pesquisa, ja que ele deveria se aproximar, ao
méaximo, da fisiopatologia da doenca humana, que é poligénica e associada ndo so6 a obesidade
e resisténcia insulinica, mas também a disfuncdo das céulpancrdticas. Entretanto,
nenhum dos modelos animais existentes reflete totalmente a doenca humana em toda sua
complexidade, havendo vantagens e desvantagens a serem consideradas em cada um desses
modelos, extensamente revisados na literatura (KARASAWA et al., 2009; LUO et al., 1998;
MASIELLO, 2006; NUGENT; SMITH; JONES, 2008; OKAMOTO et al., 2008; REED et al.,
2000; REES; ALCOLADO, 2005; ROSSMEISL et al., 2003; SRINIVASAN; RAMARAO,
2007; SRINIVASAN et al., 2005).

O DM2 é caracterizado por resisténcia a insulina nos tecidos alvos,
principalmente musculo esquelético, tecido adiposo e figado, e disfuncdo das células beta
pancredticas. A obesidade estd intimamente associada a resisténcia a insulina, e nessas
condicBes, ocorre inicialmente expansdo das células beta para aumentar a secrecdo de
insulina, e se este mecanismo de compensacdo for inadequado, desenvolvem-se intolerancia a
glicose e DM2 (ASGHAR et al., 2006; BUTLER et al., 2003b).

A reducéo da massa de células beta pancreaticas € um dos principais fatores na
patogénese do DM2, mas permanece controverso se essa reducdo é a Unica causa da
hiperglicemia (BUTLER et al., 2003a; BUTLER et al., 2003b; DONATH et al., 2008; WEIR;
BONNER-WEIR, 2004). Os camundongos tratados com dieta hiperlipidica durante 7 meses,
ndo apresentaram diminuicdo significativa do volume relativo das célulgd em comparaao

ao grupo controle. Sone e Kagawa (2005) também ndo observaram diminuicdo significativa
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da porcentagem de células p na ilhota de camundongos (C57BL/6J) tratados durante 12 meses
com dieta hiperlipidica em comparacdo ao grupo controle. Somente os camundongos
(C57BL/6J) tratados com dieta hiperlipidica durante 4 meses apresentaram aumento
significativo da porcentagem de cdlulaa ilhota em céeaao grupo controle,

demonstrando assim 0 mecanismo compensatorio de aumento de célulasp frente a resisténcia
a insulina (SONE; KAGAWA, 2005). Além disso, Lemke et al (2008) observaram que 0s
camundongos Swiss apresentaram as caracteristicas do estagio final do DM2 somente apds 12
meses de idade, com progressiva caquexia, doenca do pancreas e figado. Esses dados sugerem
gue o diabetes tipo 2, nesses modelos animais tratados com dieta hiperlipidica, inicia-se
quando as celulasp ndo manifestam a adaptacdo compensatdria da hipertrofia da ilhota, em

resposta a resisténcia a insulina.

De acordo com Porte e Kahn (2001), a diminuicdo significativa das céluld,
provavelmente, ndo ocorre no inicio da hiperglicemia clinica do DM2, j& que a diminuicao de
25-50% das celulas beta € observada depois de muitos anos da doenca em humanos (PORTE;
KAHN, 2001). Embora, as pesquisas relatem que ocorre reducdo da massa relativa de células
beta em pacientes diabéticos obesos em relacdo aos sujeitos controles obesos, a hiperglicemia
clinica ndo deve ser atribuida somente a diminuicdo da massa de célulis(BUTLER et al,
2003a).

A progressdo do DM2 pode também estar relacionada a evolugdo da disfungéo
das célulasp. No estagio inicial da doenca, denominada fase de adaptacdo ou compensada,
ocorre obesidade e adaptacdo das célylas resisténcia a insulina, com hipertrofia e
hiperplasia das célula8, aumento da segdo de insulina estimulada pela glicose e
manutencgdo da glicemia de jejum. J& na fase de descompensacéo, ocorre leve hiperglicemia,
alteracOes de genes evolvidos no metabolismo de glicose, diminui¢do da secregéo de insulina
estimulada pela glicose, podendo ocorrer ou ndo alteragdes estruturais na ilhota. Na ultima
fase da doenca, descompensacédo severa, ocorre reducdo da massa de célula$, hiperglicemia
severa, mudancas estruturais nas ilhotas, apoptose, dep6sitos amiloides, acimulo de lipideos e
fibrose (BONNER-WEIR, 2001; WEIR; BONNER-WEIR, 2004). Provavelmente, no
presente estudo, os camundongos tratados com dieta hiperlipidica passaram a fase de
descompensacdo do DM2, pois ndo apresentaram mudancas nas célulap da ilhota, mas 80

hiperglicémicos comparados ao grupo controle.
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As terapias atuais para 0 DM2 incluem hipoglicemiantes orais e injecdes de
insulina ou incretinas (PI'YA; TAHRANI; BARNETT, 2010). Esses tratamentos diminuem a
hiperglicemia ou aumentam a resposta a insulina em tecidos alvos, entretanto
aproximadamente 70% dos pacientes diabéticos ndo atingem as metas de controle metabdlico

estabelecidas pelas sociedades especializadas (HU et al., 2009).

A terapia regenerativa do pancreas estad sendo ativamente investigada para o
tratamento do DM. Entretanto, as dificuldades encontradas com a utilizacdo de outros
métodos de reposicdo de células B, tais como transplantes de ilhotas, de péancreas e de
linhagens celulares produtoras de insulina, tornam a terapia regenerativa com células-tronco
multi e pluripotentes atraente. A medula dssea (MO) e uma importante fonte de células-tronco
hematopoieticas, células-tronco mesenquimais (MSC), e células endoteliais e de féacil
acesso(LEVESQUE et al., 2007). Estudos prévios demonstraram que o transplante de células
derivadas da MO em animais diabéticos diminuiu a hiperglicemia e causou regeneracdo
pancreatica (CHEN et al., 2009; GAO et al., 2008; HASEGAWA et al., 2007; HESS et al.,
2003; IANUS et al., 2003). Além disso, lanus e colaboradores (2003) demonstraram que as
células derivadas da MO podem se transdiferenciar em células beta.

As células-tronco mesenquimais (MSC) sdo ceélulas-tronco adultas
multipotentes, de facil isolamento e que podem ser expandidas em cultura, definidas como
indiferenciadas, auto-renovaveis, presentes na medula 6ssea e tecidos mesenquimais. As MSC
podem se diferenciar em adipdcitos, osteoblastos e condrdcitos in vitro e in vivo. Comparada
com as celulas derivadas da medula 0ssea, as MSC apresentam vantagens, como facil
disponibilidade, menos implicacbes éticas e baixa imunogenicidade (CAPLAN, 1994;
PITTENGER etal., 1999; Sl et al., 2011).

As MSC séo capazes de escapar do reconhecimento imune, devido a falta de
expressao de antigenos do complexo-Il de histocompatibilidade (MHC classe 1l) e outros
marcadores de superficie como CD11b, CD14, CD31, CD34 e CD45. Isso resulta na falha em
iniciar a ativacdo das células CD4". Além disso, as MSC possuem a capacidade de inibir a
proliferacédo das celulas-T e prevenir o desenvolvimento das células-T citotdxicas, inibindo a
resposta imune (AGGARWAL; PITTENGER, 2005; KRAMPERA et al., 2003; MADEC et
al., 2009).
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Estudos prévios demonstraram que as MSC sdo capazes de reduzir a
hiperglicemia em animais experimentais e humanos com diabetes tipo 1 e 2 (BHANSALI et
al., 2009; EZQUER et al., 2012; EZQUER et al., 2008; EZQUER et al., 2011b; HAO et al.,
2013; HO et al., 2012; JIANG et al., 2011; LEE et al., 2006; Sl et al., 2012; ZHOU et al.,
2009). Neste estudo, 72,2% dos camundongos diabéticos que receberam as mdaltiplas infusdes
de MSC, apresentaram diminuicdo significativa da glicemia de jejum, 4 meses apds a Ultima
infusdo de MSC. Além disso, os resultados obtidos nos TTG e TTI demonstram aumento da

sensibilidade a insulina e diminuicdo da intolerancia a glicose, nos animais transplantados.

A hiperglicemia de jejum no diabetes é resultado direto da disfuncéo que leva a
aumento da liberacdo de glicose hepatica (BARON et al., 1987). A resisténcia insulinica
hepética ocorre em animais alimentados com dieta hiperlipidica (WIEDEMANN et al., 2013),
e aumento da gliconeogénese nesse tecido, contribuindo para o aumento da glicemia de jejum
(BOCK et al., 2007; RIZZA, 2010). Nos animais transplantados ocorreu diminuicéo
significativa da glicemia de jejum nos animais respondedores comparados ao grupo diabético,
7 semanas apoés a ultima infusdo de MSCs. Esse efeito das MSC na glicemia de jejum pode
estar relacionado com a diminuicdo da resisténcia a insulina no figado, ja que a 0 aumento da
sensibilidade a insulina e diminuicdo da intolerancia a glicose nos testes de TTG e TTI sé
foram observados 16 semanas apds a ultima infusdo de MSC. Esses dados sugerem que as

MSCs inicialmente aumentam a sensibilidade a insulina no figado.

Estudos anteriores demonstraram que a diminuicdo da glicemia ocorre apds 1
semana de transplante (EZQUER et al, 2008, 2011; Sl et al, 2012; SORIA et al, 2000). Soria
et al (2000) sugerem que a reducdo rapida da glicemia nédo esta atribuida a regeneracdo da
massa das célulad porque a regenegfio pancreatica em camundongos é lenta, levando
aproximadamente 6 a 8 semanas, como no caso de animais 60% pancreatectomizado
(MARTIN et al., 1999). Além disso, 40% dos camundongos normoglicémicos transplantados
desenvolveram hiperglicemia 12 semanas apds o transplante, indicando que esse processo €
reversivel (SORIA et al, 2000).

A manutencdo da glicemia de jejum nos animais respondedores, ap0s sua
diminuicdo significativa, permaneceu até o final do experimento. Entretanto, Si et al (2012)
demonstraram que o efeito benéfico de uma unica infusdo de MSC na diminuicdo da
hiperglicemia em ratos diabéticos foi mantida por apenas um curto periodo de tempo, nao

excedendo 4 semanas (HO et al, 2012). Ho et al (2012) demonstraram que MSC diminuem
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gradualmente a hiperglicemia de jejum depois de 3 doses de MSC. Contudo, a glicemia de
jejum apenas atinge valores normais apds 7 doses de transplante de MSC. E interessante
resaltar a importancia das mdultiplas doses de MSC, ja que apenas 1 infusdo de MSC néo

consegue manter a diminuicao da glicemia.

Além da diminuicdo da glicemia de jejum, a administragdo sistémica de MSC
nos camundongos com diabetes tipo 2 também diminuiu a hiperglicemia sob macica carga de
glicose (TTG), somente 4 meses ap6s a ultima infusdo de MSC. Ezquer et al (2008; 2011)
demonstraram que a administracdo de 1 ou 2 doses de MSC em camundongos com diabetes
tipo 1 ndo corrige a curva de tolerancia a glicose anormal, mas reverte a hiperglicemia basal.
Por outro lado, Si et al (2012) demonstraram temporariamente reducdo da resposta glicémica
a carga de glicose 4 semanas depois de 1 dose de MSC em camundongos diabético tipo 2
induzido por estreptozotocina (STZ) e dieta hiperlipidica (EZQUER et al, 2008; 2011; Sl et
al, 2012).

A resisténcia a insulina é fundamental na patogénese do diabetes tipo 2. Como
demonstrado na fig. 7, o tratamento com MSC aumentou significativamente a sensibilidade a
insulina 4 meses ap6s a Ultima infusdo de MSCs. Si et al (2012) demonstraram que a infuséo
de MSC em ratos com diabetes tipo 2 resultou em aumento da expressdo de GLUT4 e da
fosforilacdo do receptor substrato 1 da insulina (IRS-1) e Akt (proteina kinase B) em tecidos
alvos da insulina. Ho et al (2012) demonstraram que ap6s multiplos transplantes de MSC em
camundongos diabéticos induzido por STZ, a glicemia pode se estabilizar na presenca de
baixas concentracdes de insulina, sugerindo a possibilidade do aumento da sensibilidade a
insulina. Esses dados sugerem que as MSCs podem aumentar a sensibilidade a insulina nos

tecidos-alvos, com consequente diminuigéo da hiperglicemia.

A resisténcia a insulina esta intimamente relacionada a obesidade e a acdo de
citocinas pro-inflamatorias (JIN; FLAVELL, 2013). E é possivel que a acdo das MSC na
sensibilidade a insulina estejam associadas ao seu papel imunomodulador (HAO et al, 2013;
HO et al, 2012; Sl et al, 2012).

Ainda ndo esta claro como mudltiplas infusées de MSCs diminuem a
hiperglicemia em animais com DM, visto que a transdiferenciagdo das MSCs em célydas
pancredticas € muito limitada ou inexistente (CHOI et al., 2003; EZQUER et al., 2008;

LECHNER et al., 2004). Nesse contexto, alguns estudos sugerem que a liberagédo de citocinas
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e fatores de crescimento, apds a infusdo de MSCs, é responsavel pelo aumento da
sensibilidade a insulina, sobrevivéncia de célulasp e protecdo do pancreas contra a agdo de
citocinas pro-inflamatdrias (EZQUER et al., 2012; EZQUER et al., 2011a; HAO et al., 2013;
JIANG et al., 2011; PARK et al., 2010; YEUNG et al., 2012). De acordo com Chen e
colaboradores (2009), o transplante de células derivadas da medula-6ssea em camundongos
diabéticos induzidos por obesidade, diminuiu a hiperglicemia, provavelmente devido a
melhora do perfil de citocinas pré-inflamatorias (CHEN et al., 2009). Ezquer e colaboradores
(2012) também observaram diminuicdo da hiperglicemia e da expressdo de citocinas pro-
inflamatorias (IL-1B, IL-18, TNF-a, MCP1) no pncreas de camundongos com DM1, ap6s a
infusdo de MSCs. Esses dados sugerem que as MSCs podem aumentar a sensibilidade da agéo

a insulina, diminuindo a hiperglicemia devido a secrecdo de citocinas.

Para avaliar a influéncia do tratamento das MSCs no pancreas de camundongos
diabéticos induzidos por dieta hiperlipidica, foi realizada a analise histopatologica do
pancreas. Ndo foram observadas alteracfes na area total da ilhota pancreéatica, volume de
células B e insulinemia nos animais que receberam as infusdes de MSCs (respondedores e ndo
respondedores). Entretanto, foi demonstrado que em camundongos diabéticos tratados com
MSC-humana aumentaram o namero de ilhotas pancreaticas e células produtoras de insulina
(LEE et al, 2006). Além disso, em camundongos diabéticos induzidos por STZ transplantados
com MSC derivadas da medula-éssea ocorreu reparo das ilhotas pancreaticas (DINARVAND;
HASHEMI; SOLEIMANI, 2010). Em adigdo, camundongos diabéticos induzidos por STZ
transplantados com células da medula-6ssea também apresentaram aumento da ilhota
pancreatica (HASEGAWA et al., 2007). Nossos dados sugerem que a diminuicdo da
hiperglicemia em animais respondedores, apos as infusdes de MSCs, pode estar relacionada a
diminuicdo da resisténcia a insulina, melhor do que aumento do volume de c@lulas

pancreéticas e secrecdo de insulina.

As células a da ilhota, responsveis pela secrecdo se glucagon, também foram
investigadas, devido a importancia do glucagon na homeostasia da glicose. O glucagon é
secretado pelas células a da ilhota, em resposta aos nutrientes das refe¢des, administracdo de
aminoacidos, acdo do sistema nervoso autondmico e hipoglicemia (BURCELIN; KNAUF;
CANI, 2008). Estudo recente defende a hipdtese de que a insulina, principal produto
secretorio das célulasp, é responsavel por regular reciprocamente a secrecdo de glucagon
pelas célulasa em humanos (CRYER, 2012). No DM2 a hiperglucagonemia se deve a
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disfuncdo das célulasp e a, resultado da secigfio deficiente de in sulina, devido & reduzida
massa de célulap funcional (D'ALESSIO, 2011; EHSES et al., 2009). A hiperglucagonemia
aumenta a gliconeogénese no figado, aumentando principalmente a glicemia de jejum
(BURCELIN; KNAUF; CANI, 2008; CRYER, 2012).

Na literatura, os estudos realizados com modelos animais de diabetes e células
a €0 contraditérios. Li e colaboradores (2000) observaram expansdo das cétulagds
significativa perda das célulaB na ilhota pancética de camundongos diabéticos tipo 1
induzido por STZ (LI; KARLSSON; SANDLER, 2000). Fraulob e colaboradores (2010)
observaram aumento tanto das células, quanto das €lulas B nas ilhotas pancréticas de
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica durante 16 semanas (FRAULOB et al.,
2010). Schwasinger-Schmidt e colaboradores (2013) observaram diminuicdo significativa de
intensidade em pixels da imunocoloragdo de glucagon dentro da ilhota de ratos diabéticos
(SCHWASINGER-SCHMIDT et al., 2013). Ja em estudo feito em mulheres diabéticas tipo 2,
0s autores observaram diminuicdo da massa de célulasB, mas isso nd0 acompanhou aumento
da massa de célula a (HENQUIN; RAHIER, 2011).Em estudo recente, Meier e colaboradores
(2011) demonstraram que a redugdo da massa de célulasp, também ndo foi acompa nhada por
mudancas na massa de celulas em camundongos tratados com STZ, e que a regida
intrailhota da insulina na funcdo das célulasa € mais importante do que a expansao da massa
de células a (MEIER et al., 2011).

No presente estudo, os animais diabéticos tipo 2 induzidos por dieta
hiperlipidica ndo apresentaram diminuicdo significativa do volume de célulasentretanto
diminuiram significativamente o volume de células Esse resultado foi inesperado, pois
muitos estudos associam aumento das células a, e consequentemente aumento da secre¢do de
glucagon e hiperglicemia de jejum (BURCELIN; KNAUF; CANI, 2008; CRYER, 2012;
D'ALESSIO, 2011; EHSES et al., 2009).

Estudos recentes sugerem que no diabetes pode ocorrer aumento da
proliferacdo das célulasa e posterior transdiferenciagdo em célulasp (CHUNG et al., 2010;
CHUNG; LEVINE, 2010; THOREL; HERRERA, 2010). Chung e colaboradores (2010)
observaram aumento da replicacdo das células e diferencigdo em célulasp em animais
diabéticos induzidos por aloxana, combinado com ligagdo do ducto pancreatico. Thorel e
colaboradores (2010) defendem a hipdtese de que a expressao de fatores de transcricdo nas

célulasa, como PDX -1, Nkx6.1 ou Pax4 podem regular ou contribuir para a
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transdiferenciacdo das células. em c e€lulas B, aps significativa perda de células B em
camundongos. Portanto, é possivel considerar que nos animais diabéticos e respondedores, a
diminuicdo do volume de células o possa estar associad# transdiferenciacdo das célulasa

em células .

Alguns estudos sugerem que, uma nova estratégia terapéutica para o0 DM2 pode
ter como alvo as células e o glucagon, pois a dimgéo do glucagon no DM2 esta
associada a diminuicdo de glicemia de jejum (BURCELIN; KNAUF; CANI, 2008; CRYER,
2012; D'ALESSIO, 2011; GAISANO; MACDONALD; VRANIC, 2012). Entretanto, neste
estudo, observou-se reducdo do volume de células nos animais diabticos. Nos animais
respondedores também ocorreu diminuicdo do volume de celulagm relgdo ao grupo
controle, mas a diminuicéo da hiperglicemia de jejum nesses animais pode estar relacionada
ao aumento da sensibilidade & insulina, como discutido anteriormente. Curiosamente, 0s
animais ndo respondedores apresentaram aumento significativo do volume de célukasem
relacdo aos grupos, diabético e respondedores. O aumento do volume de células: e possivel
aumento da secrecdo de glucagon podem estar relacionados a manutencéo da hiperglicemia de

jejum nesses animais.

Esta descrito na literatura que as MSCs secretam citocinas anti-inflamatorias e
inibem a expressdo de citocinas pro-inflamatorias pelas células imunes (RASMUSSON,
2006). Além disso, as MSCs sdo capazes de produzir fatores anti-apoptoticos e motigénicos,
entre eles, EGF (epidermal grwth factor), HGF (hepatocyte growth factor), IGF-1 (insulin-
like growth factor-1) e, bFGF (basic fibroblast growth factor) (CAPLAN; DENNIS, 2006;
PHINNEY, 2007), sugerindo efeito trofico das MSCs e possiveis modificagdes no

microambiente do 6rgdo lesado.

Nesse contexto, avaliamos os possiveis efeitos das MSCs na apoptose e
proliferacdo das células da ilhota. Primeiramente, observamos que ocorreu aumento da
apoptose e diminuicdo da proliferacdo das células da ilhota nos animais diabéticos
comparados ao grupo controle. Esses resultados estdo de acordo com Sone e Kagawa (2005)
que tambeém observaram, em camundongos diabéticos tratados durante 12 meses com dieta
hiperlipidica, aumento da apoptose das células e diminuicdo da proliferacdo das células da

ilhota.
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O aumento da apoptose das célufasno DM2 tem sido comprovado na
literatura em animais e humanos. Butler e colaboradores (2003) estudaram o pancreas de
autopsias de humanos com DM2 e observaram aumento da apoptose das célgladEm
disso, esses autores também observaram aumento da apoptose em camundongos diabéticos
(BUTLER et al, 2003b). Ratos diabéticos induzidos por STZ também apresentam aumento da
apoptose das células da ilhota (SIMSEK et al., 2012). E evidente que um dos mecanismos
envolvidos na fisiopatologia do DM2 é a apoptose das células da ilhota, principalmente das
células B (YONEDA et al., 2013).

Observou-se correlacdo positiva entre apoptose das células da ilhota e glicemia
de jejum e AUC do TTG e TTI 4 meses apo6s a ultima infusdo de MSC, e correlacdo negativa
entre proliferacdo das células da ilhota e glicemia de jejum. Donath e colaboradores (1999)
testaram a hipdtese da glicotoxidade nas ilhotas de camundongos in vitro, e observaram que
altas concentragdes de glicose resultaram em aumento da fragmentacdo do DNA dose-
dependente das celulap , entretanto altas concentracbes de glicose ndo induziram
fragmentacdo do DNA das célulasp de ratos (DONATH et al., 1999). Estudo feito por
Tanabe e colaboradores (2011) demonstrou que o tratamento de palmitato e concomitante
aumento da glicose em ilhotas primarias isoladas de camundongo causou aumento da
apoptose das célulasp (TANABE et al., 2011). Entretanto, no presente estudo foi possivel
observar correlacdo da hiperglicemia e aumento da apoptose nas células totais da ilhota, e ndo
somente nas células B da ilhota. Apesar disso, esses dados sugerem que a hiperglicemia pode
contribuir para 0 aumento da apoptose e diminuicao da proliferacdo na ilhota pancreética.

Apoptose, ou morte celular programada, € um processo que requer gasto de
energia e envolve mudangas morfoldgicas incluindo brotamento da membrana, encolhimento
celular e condensagdo da cromatina. Apoptose ocorre normalmente durante o
desenvolvimento, envelhecimento e em varias doencgas. A cascata apoptotica inclui varios
eventos intracelulares, assim como o desequilibrio metabdlico, modifica¢6es no ciclo celular
ou dano no DNA, e fatores extracelulares como ativacdo de receptores relacionados a morte
celular (receptores Fas e TNF-a). ABm disso, altas concentragdes de CA?* podem induzir
enzimas apoptoéticas, assim como as cisteinas proteases, também chamadas de caspases
(especialmente caspase -3, -8 e -9). Apoptose das célulasp no DMé dependente da via de
caspase-3 (BIARNES et al., 2002; CNOP et al., 2005; CRIDDLE et al., 2007; DONATH et
al., 2003; ZEISS, 2003).
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Nos animais transplantados ocorreu diminuicdo da apoptose das células da
ilhota nos animais respondedores. E proposto na literatura que as MSCs exercem efeitos
citoprotetores, protegendo as ilhotas das citocinas pré-inflamatorias e exercendo efeito anti-
apoptotico. Yanai e colaboradores (2013) demonstraram o efeito anti-apoptotico das MSCs
com a diminuigdo da expressao génica de caspase-3 em co-cultura de MSCs com ilhota em
comparacao com a ilhota sozinha (YANAI et al., 2013). Além disso, Yeung e colaboradores
(2012) realizaram estudo in vitro com célulasp humanas e observaram que as MSCs
previnem a apoptose das celulgshuma nas na presenca de citocinas pré-inflamatorias,
concluindo que os fatores citoprotetores que exerceram efeito benéfico na ilhota foram IL-6,
HGF, VEGF e MMP2 (YEUNG et al., 2012). A IL-6 previne o prejuizo funcional de IFN-y,
TNF-a, e IL-1pB na ilhota (CHOI et al., 2004). Ja, 0 HGF pode regular a secrecdo de insulina
(GONZALEZ-PERTUSA et al., 2010; PARK et al., 2010).

A proliferac@o das célulasp em humanos estd aumentada nos 2 primeiros anos
de vida e diminui rapidamente depois disso (MEIER et al., 2008). Entretanto, no adulto em
condicdes de resisténcia a insulina, gravidez e obesidade, as Pélulasent am sua
capacidade proliferativa (DHAWAN; GEORGIA; BHUSHAN, 2007; SORENSON;
BRELJE, 1997). Além disso, Willcox e colaboradores (2010) demonstraram aumento da
proliferacdo das células da ilhota no inicio do desenvolvimento do DM1 em humanos e esse
efeito pode estar associado a inflamacgéo da ilhota nesse pacientes (WILLCOX et al., 2010).
Em ratos com resisténcia a insulina induzida por dexametasona, também ocorre aumento da
proliferacdo das célulasp, com co nsequente aumento da massa de célula§ (RAFACHO et
al., 2009). Quando as célulagd falham na manifestgdo compensatéria da proliferacdo da

ilhota, instala-se o DM.

Para avaliar a proliferagdo das células da ilhota utilizamos o marcador Ki67.
Ele € um marcador nuclear muito utilizado no estudo da diviséo celular de tecido fixado, e
estd presente em quase todas as fases do ciclo celular, e somente diminui sua expresséo antes
das células reiniciarem a fase GO (WINKING; GERDES; TRAUT, 2004). Observamos
diminuicdo significativa da imunomarcacdo de Ki67 nas células da ilhota dos animais
diabéticos, entretanto os animais que receberam as infusbes de MSCs mantiveram a
capacidade proliferativa da ilhota, porque ndo apresentaram mudancas significativas em

relagdo ao grupo controle. Sone e Kagawa (2005) observaram diminuic¢do da proliferacdo das
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células p em camundongos alim entados com dieta hiperlipidica e sugerem que essa

proliferacdo insuficiente das células B ocorre na fase inicial do DM2.

A manutencdo da proliferacdo das célulgd nos animais que receberam as
infusdes de MSCs (respondedores e ndo respondedores) também pode ser atribuida aos efeitos
citoprotetores das MSCs . Yanai e colaboradores (2013) também demonstraram que as MSCs
apresentam capacidade proliferativa apds observarem aumento da expressao de Ki67 nas
células da ilhota co-cultivas com MSCs. Além disso, Ezquer e colaboradores (2012)
observaram aumento das concentracdes pancreaticas e plasmaticas de EGF (epidermal growth
factor) apds a administracdo das MSCs em camundongos com DM1. O EGF aumenta a
proliferacdo e diferenciacdo das células p (SUAREZ-PINZON et al., 2005). Nossos dados
sugerem que as MSCs diminuiram a apoptose e mantiveram a proliferacdo nas células da
ilhota, e esse efeito pode estar relacionado a liberacdo de citocinas e fatores de crescimento

citoprotetores.
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6 CONCLUSAO

Os resultados demonstram que multiplas infusdes de MSCs podem diminuir a
glicemia de jejum e a apoptose nas ilhotas pancreaticas e aumentar a sensibilidade a insulina

de animais diabéticos induzidos por dieta hiperlipidica.
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7 TENTATIVAS DE DOSAGEM DE CITOCINAS NO HOMOGENEIZADO DO
PANCREAS E NO SORO.

7.1 METODOLOGIA
7.1.1 Dosagem de citocinas no homogeneizado do pancreas e no soro

Apos decapitagdo dos animais, por¢des do pancreas foram coletados, pesados e
armazenados com 700uL de inibidor de protease (Roche) a -20°C. Para a obtengdo do
homogeneizado pancreéatico, pancreas com inibidor de protease foi descongelado, triturado
com auxilio do politron (Brinkman) e centrifugado a 2000rpm durante 10min. O sobrenadante
foi coletado e utilizado para dosagem das citocinas IL-1B, IFN-y, TNF-a. e 1L-6 por ELIZA
seguindo as instrucdes do fabricante (Kits R&D System). Além do método de ELIZA,
tentamos também a dosagem das citocinas no soro e homogenizado pancreético pelo Kit CBA
(cytometric beads array) Mouse Th1/Th2/Th17 (BD). Esse Kit quantifica na mesma amostra
7 citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y, TNF-a, IL-17A, IL-10). Sete populacGes de beads com
distintas intensidades de fluorescéncia sdo conjugadas com um anticorpo de captura especifico
para cada citocina, misturadas para formar o CBA e lidas no canal FL3 do citometro de fluxo
FACScalibur (BD). As populagbes de beads foram visualizadas de acordo com as suas
respectivas intensidades de fluorescéncia. No CBA, as beads de captura das citocinas séo
misturadas com o anticorpo de deteccdo conjugado com o fluorocromo PE, e depois
incubadas com as amostras para formar o ensaio "em sanduiche". Os tubos para aquisicao
foram preparados com: 50 pL de amostra, 50 pL da mistura de beads e 50 pL do reagente de
deteccdo Th1/Th2 PE (Mouse Th1/Th2 PE Detection Reagent/1 vial, 4mL). O mesmo
procedimento foi realizado para a obtengdo da curva-padrdo. Os tubos foram homogeneizados
e incubados por trés horas, em temperatura ambiente, no escuro. Os resultados foram gerados

em graficos e tabelas utilizando-se o software CellQuest (BD).



7.2 RESULTADOS

7.2.1 Dosagem de citocinas no homogeneizado do pancreas pelo método de ELISA.
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N&o foi possivel utilizar os resultados das concentraces de citocinas pelo

método de ELISA, devido ao grande desvio padrdo apresentado pelas amostras no mesmo

grupo de animais, e baixa sensibilidade do kit. Nas figuras 22 e 23 € possivel observar os

valores das concentragcbes de citocinas no homogeneizado do péancreas em cada grupo

estudado.
IL-1B IFN-y
C D R NR C D R NR
792,56 270,10 392,43 81,67 92,15 99,10 98,62 21,33
1003,46  1296,34 9,35 68,75 43,01 67,36
699,30 144,59 52,16 14,50 52,57 47,43
582,33 666,19 707,73 43,93 30,00
568,56 521,46 104,22 13,28
799,77 184,23 17,45
3274,63 65,46
204,13
Média 741,00 908,22 392,43 212,73 64,71 65,63 98,62 45,37
DP 162,26 1116,03 331,33 36,34 62,46 23,08
TNF-a IL-6
C D R NR C D R NR
607,50 498,35 639,56 236,73 1527,50 5070,00 538,10 503,00
1370,38 161,88 293,33 719,57 402,94
536,85 52,86 33,75 384,62 860,83
395,11 74,07 755,56 204,74 986,47
363,36 2237,11 653,68 500,56 201,82
718,57 274,80
655,29 504,29
0,83 737,00
477,04 988,75
818,70
Média 654,64 604,85 639,56 236,73 568,40  1020,30 598,03 503,00
DP 412,48 929,81 458,83 144429 323,49

Figura 22. Valores das concentracdes de citocinas no homogeneizado do pancreas (pg/g de tecido).
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Figura 23. Concentracdo de citocinas (IL-1pB, IFN-y, TNF-a e IL-6) no homogeneizado do pancreas.

7.2.2 Dosagem de citocinas no homogeneizado do pancreas e soro pelo método de CBA
(cytometric beads array) Mouse Th1/Th2/Th17 (BD).

N6s ndo conseguimos detectar as concentragcbes das citocinas no
homogeneizado do péncreas. Na verdade, esse kit é para dosagem das citocinas no soro,
porém outros pesquisadores ja utilizaram o mesmo kit para dosar as citocinas em
homogeneizado de pulmdo, lagrimas, saliva. Além disso, no soro nés conseguimos quantificar
as concentragdes de citocinas, entretanto ocorreu 0 mesmo problema do método de ELISA,
desvio padrdo muito grande no mesmo grupo de animais. As figuras 24 e 25 representam as

concentracgdes de citocinas no soro de cada grupo estudado.



Média
DP

Média
DP
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IL-2 IL-6 IFN
c NR ¢ NR ¢ NR
1,39 1,73 1,34 1,99 4,80 006 4290 02 2,39 0,03 121
1,80 1,39 157 11,03 261,37 152 0,03 2,09 6,36 0,01
2,65 1,34 1,29 101 4484 3,22 0,51 0,59
148 148 1,69 027 11,73 1646 0,03 0,69
148 161 161 4,36 027 018 0,01 161
137 153 1,39 2605 19,73 033 0,72 1,86
153 1,76 0,09 0,04 0,27
1,99 1,69 8,80
148 3,64
157 0,27
1,80 0,72
148 0,27
1,84 29,31
1,95
171 1,62 148 1,99 680 2931 9,27 012 0,96 1,86 0,61
0,44 018 0,16 #DIV/O! 931 7108 1593 012 1,03 231 0,85
TNF IL-17A
c NR ¢ NR
2,15 4,50 7,24 2,33 018 0,49 0,07 023
2,80 4,93 5,82 3,88 0,46 0,09 0,14 011
348 7,24 5,82 144 0,88 0,16 0,03
161 1153 8,76 0,02 0,14 047
6,29 5,37 053 0,26 0,02 035
493 7,74 7,49 0,07 0,06
6,76 2,61 0,02 0,08
2,51 8,76 017 16,89
251 1153 0,29 032
09 3,68 0,26 013
11,53 0,08
3,28 0,38
143 0,02
0,90 0,03
6,52 0,29
3,28
143
3,39 5,66 5,94 2,555 0,26 1,28 021 017
197 3,58 2,88 1,23 0,26 4,32 0,19 0,08

Figura 24. Valores das concentracgdes de citocinas no soro (pg/mL).




70

NR
L]
NR

@ :
= w
- N
° H Tht
I 1 1 1
(=] (=] (=1 o T T T
[=] [=] [=] w (=] w o
L] o™ - - -
(qwyBd) o10s ou euDO) 9 (qw/Bd) oi0s ou euONH
_ k 2
4 =
m .IR R
=<
ﬁl-.- "
- =
- w
i lD D
— __ o _._l_ o
Ll T I Ll L 1 T 1

(wy/Bd) os0s ou eUDOYD

(=} o w0 <t ™~ (=]

(wyBd) ocios ou euPOH

IL-17A

Lo
=
|-
|
(=]
|
.T
T T T T 1
o wn = wn o
(] - -

(wyBd) o1os ou euDoNn

Figura 25. Concentracdo de citocinas no soro (IL-2, IL-6, INF-y, TNF-a, IL-17A) (pg/mL).
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