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Resumo

A hiperglicemia em decorréncia do Diabetes Mellitus (DM) prejudica neurdnios e
musculos levando a transtornos sensorio-motores e atrofia muscular, cujos quais nédo
possuem terapia satisfatoria. Por este motivo, a terapia com células-tronco é uma
estratégia atraente para varias complicacdes do DM devido a sua capacidade de se
diferenciar em outros tipos de células e tecidos. O objetivo deste estudo foi avaliar 0s
efeitos do transplante de células-tronco mesenquimais (MSCs) na funcdo neuromuscular,
na morfologia do musculo esquelético e na expressdo de marcadores moleculares
associados ao controle da massa muscular. Para tanto, 0 DM foi induzido em ratos Wistar
machos por uma Unica injecdo de estreptozotocina. Os animais diabéticos receberam
quatro injeces i.p. de MSCs derivadas da medula 6ssea (BM-MSC) ou veiculo (DM).
Os musculos tibiais anteriores foram coletados para anélise morfologica e para a
determinacéo de expressao de mRNA (atrogina-1, MuRF-1, Miostatina, MyoD, IGF-1,
TWEAK, Fn-14, NFKB e p38-MAPK) e contetdo proteico (atrogina-1 , MuRF-1). O teste
de Von Frey e a andlise da pegada demonstraram uma melhora significativa no grupo
BM-MSC quando comparados com o grupo DM. A massa muscular diminuiu nos animais
diabéticos e ndo mudou ap6s o transplante. O namero de ndcleos centralizados e
quantidade de tecido conjuntivo aumentou no grupo diabético (14,05% e 34,07%,
respectivamente) e reduziu no grupo BM-MSC (7,53% e 18,23%, respectivamente). A
expressdo de mRNA muscular de atrogina-1 e MuRF-1 foi significativamente mais
elevada no grupo DM do que nos animais do grupo Controle e diminuiu em animais
transplantados. A expressdo de NFkB e Fn-14 apresentaram-se significativamente mais
elevadas no grupo DM do que no grupo Controle e ndo se alteraram apds o transplante.
A expressdo de MyoD diminuiu tanto em animais dos grupos DM quanto BM-MSC. A
expressao de p38 MAPK mostrou-se significativamente mais elevada no grupo BM-MSC
do que em diabéticos e Controles. A expressdao de Miostatina, IGF-1 e TWEAK nédo
diferiram entre os grupos. O conteldo proteico de atrogina-1 e MuRF-1 aumentou no
grupo de DM; todavia o conteudo proteico de atrogina-1 diminuiu em animais do grupo
BM-MSC. Os resultados demonstram a melhora da funcdo motora e a modulagédo de
atrogina-1, MuRF-1, Fn-14 e p38 MAPK no musculo esquelético por transplante de BM-
MSCs em ratos diabéticos.

Palavras-chave: Neuropatia Diabética. Diabetes Mellitus. Atrofia Muscular. Células

Tronco Mesenquimais.



Abstract

Hyperglycemia causes sensorimotor disorder and muscle atrophy for which there
is no satisfactory therapy. Stem cell therapy is an attractive strategy for diabetic
complications due to its capacity to differentiate into other cell types. This study aimed
to evaluate the effects of mesenchymal stem cell (MSC) transplantation on neuromuscular
function, skeletal muscle morphology and the expression of markers associated with
muscle atrophy. Diabetes Mellitus (DM) was induced by Streptozotocin in Wistar rats.
The diabetic animals received four i.p. injections (one injection per week) of bone
marrow-derived MSC (BM-MSC) or vehicle (DM). Tibialis Anterior muscles were
collected for morphological analysis and for the determination of mMRNA (Atr-1, MuRF-
1, Mst, MyoD, IGF-1, TWEAK, Fn-14, NFkB and p38 MAPK) and protein expression
(Atr-1, MuRF-1). The Von Frey test and footprint analysis improved significantly in the
BM-MSC group compared with the DM group. Muscle mass decreased in DM animals
and did not change after transplantation. The number of central nuclei and connective
tissue increased in the DM group (14,05% e 34,07%, respectively) and decreased in the
BM-MSC group (7,53% e 18,23%, respectively). Muscle mRNA expression of Atr-1 and
MuRF-1 were significantly higher in the DM group than the Control animals and
decreased in BM-MSCs animals. The NF-xB and Fn-14 mRNA expression was
significantly higher in the DM group than in the Control group. Fn-14 expression
increased after transplantation. The MyoD mRNA expression decreased in both DM and
BM-MSCs animals. The p38 MAPK mRNA expression was significantly higher in BM-
MSCs than in the DM and Control animals. The Mst, IGF-1 and TWEAK mRNA
expression did not differ among the groups. The Atr-1 and MuRF-1 protein expression
increased in the DM group and the Atr-1 protein expression decreased in BM-MSCs
animals. The results demonstrate the improvement of motor function and the modulation
of Atr-1, MuRF-1, Fn-14 and p38 MAPK in skeletal muscle by BM-MSC transplantation
in diabetic rats.

Key-words: Diabetic Neuropathy. Diabetes Mellitus. Muscular atrophy. Mesenchymal

Stem Cells.



Indice de Figuras

Fig. 1: Sistema UB-ProtassOmMa..........ccceiuerreriririeriiiieieesie s 28
Fig 2: Via de Sinalizagao IGF-1/AKL..........ccooiiiiiie it 30
Fig. 3: Via de Sinalizagdo TGF-MIOStatiNG. ..........ccoeiiririiiiecise s 33
Fig. 4: Via de Sinalizag8o NFKB...........cccoiiiiiiiiie s 35/36

Fig. 5: Esquematizacdo ilustrativa dos efeitos de TWEAK em diferentes passos
LA T0T0 =] o (ol ST T TSP PP TP UPPRPRPPO 38

Fig. 6: Mecanismos de acdo do Sistema de sinalizacdo TWEAK/Fn-14 no musculo esquelético

AEFOTIATO. ..ttt ettt 39
Figura 7: Aplicag0es CliNIiCas da MSCS..........ccoiiiiiiieeee e 45
Figura 8: Desenho eXperimental..........cccocoiiieeiiic it 54
Figura 9: DIVISAO 00 TA....oce ettt st s be e te et be s be e b e beseesaeesrestaentens 56
Fig. 10: MSCs derivadas de medula 6ssea isoladas de ratos Wistar.............cccoceoveeeieienecninnnn. 61
Fig. 11: Massa corporal (g) (A) e Glicemia (MG/AL) (B).....ccoovrirriiiriieieieereeeee s 63
Fig. 12: Teste Von Frey (A) e analise por Pegada (B) .........ccccoveviieiiieie i 65
Fig. 13: Morfologia da fibra do musculo tibial anterior............c.ccocoeiviiiiineinneeee 67
Fig. 14: Expressdo de RNAmM no Musculo Tibial ANterior...........ccccceveie i 68
Fig. 15: Expressao proteica de Atr-1 (A) MuRF-1 (B) no Musculo Anterior Tibial................ 69
Fig.S1: MSCs: Morfologia e Caracteristicas Imunoistoquimicas, Imunofenotipagem,
Diferenciagao € ProliferaGao.........ccoiieieiiieiiieieice e 100
Fig. S2: Hustracao da Analise de Pegada...........ccoueirrieeiine i 101

Fig. S3: NUMEr0 de fiDras........coovoiiieiiiiiiiee e 102



Indice de Tabelas

Tabela 1. Feno6tipos de ratos KO ou transgénicos para genes envolvidos em vias anabdlicas

ou metabdlicas do MUSCUIO ESQUEIETLICO...........cviiviiiiicic e 25
Tabela 2: Indutores de Diferenciagéo de MSCS.........ccoouiiiiiiiirnise e 43
Tabela 3: Estudos utilizando MSCs como terapia para o diabetes experimental................... 47

Tabela 4. Sequéncias de primers para a expressao genica analisada por gPCR..................... 57



Abreviacoes e Siglas

a-MEM: do inglés, Minimum Essential Medium alfa (Meio minimo essencial alfa)
B-Act: beta-actina

°C: graus Celsius

ActRI: receptor de activina tipo |

ActRII: receptor de activina tipo Il

AGEs: do inglés, Advanced Glycation End products (produtos finais de glicacdo avancada)
Akt: Proteina quinase B ou PKB ou PBK

AP1: Proteina Ativadora 1

ATP: adenosina trifosfato

Atr-1: atrogina-1

ASTs: Areas das Seccdes Transversas

BM-MSCs: do inglés, Bone-Marrow Mesenchymal Stem Cells (Células Tronco Mesenquimais
derivadas da Medula Ossea)

BM-MSC: Grupo transplantado

C: Grupo Controle

CD: cluster de diferenciagdo

cDNA: DNA complementar

clAPs: inibidores celulares da apoptose

cm: centimetros

cm?: centimetros quadrados

COg: Dioxido de Carbono

c-Rel: pro-oncogene c-Rel

Ct: do inglés, threshold cycle

CT: Célula Tronco

DM: Grupo Diabético

DM: Diabetes Mellitus

DNAse: Desoxirribonuclease

dL: decilitro

DOC: do inglés, 11-deoxycorticosterone

E1: enzimas ativados de ubiquitina

E2: enzimas conjugadoras

E3: ubiquitina ligase

ERK-1: do inglés, Extracellular signal-regulated protein kinases 1 (proteina quinase 1
regulada por sinal extracellular)

ERK-2: do inglés, Extracellular signal-regulated protein kinases 2 (proteina quinase 2 regulada
por sinal extracellular)

Fig: Figura

FITC: isotiocianato de Fluoresceina

Fn-14: do inglés, Fibroblast Growth Factor-Inducible 14 (fator de crescimento de fibroblasto
induzivel 14)

FoxO: do inglés, Forkhead box

FoxOL1: do inglés, Forkhead box 1

g: grama

GAPDH: do inglés, Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

GSK-3p: do inglés, Glycogen synthase kinase 3 beta

GTPase: do inglés, guanosine triphosphatase (guanosina trifosfatase)

HDF: High fat Diet (Dieta com alto teor de gordura)

IFN-y: do inglés, Interferon gamma

IGFs: do inglés, Insulin-like growth factors (fatores de crescimento semelhante a insulina)



IGF-1: do inglés, Insulin-like growth factor 1 (fator de crescimento semelhante a insulina tipo
1)

IGF-1R: do inglés, Insulin-like growth factor 1 receptor (receptor de IGF-1)
IkBa: inibidor alfa de kB

IKK: IkB quinase

IL-1p: Interleucina 1 beta

IR: Receptor de Insulina

JNK: quinase N-terminal c-Jun

Kg: quilograma

KO: nocaute

M: Molar

MAFbx: do inglés, muscle atrophy F-box (Atrogina-1)

MAPKS: Proteino-quinases ativadas por mitégenos

MEKSs (MAP2K): quinases ativadora da MAPK

mg: micrograma

Mg?*: Cétion Bivalente de Magnésio

min: minuto(s)

MKKSs: do inglés, Mitogen-activated protein kinase kinase

mL: mililitro

mM: micromolar

MMPs: Matriz de Metaloproteinases

mRNA: Acido Ribonucleico Mensageiro

MSCs: do inglés, Mesenchymal Stem Cells (Células Tronco Mesenguimais)

Mst: Miostatina

mMTOR: do inglés, Mammalian Target of Rapamycin

MuRF-1: do inglés, Muscle Ring-Finger protein-1

Myf-5: do inglés, Myogenic fator 5 (Fator miogénico 5)

MyoD: do inglés, Myogenic differentiation 1 (Fator de diferenciagdo miogénico 1)
NaCl: Cloreto de Sodio

NaF: Fluoreto de Sodio

ND: Neuropatia Diabética

NFKkB: Fator Nuclear cadeia kappa

NFkB1: Fator Nuclear cadeia kappa 1

NIK (ou MAP3K14): do inglés, NF-kappa-B-inducing kinase (quinase indutora de NFkB)
nM: nanomolar

NP40: do inglés, nonyl phenoxypolyethoxylethanol (nonilfenoxipoletoxiletanol)
p38 MAPK: do inglés, p38 mitogen-activated protein kinase (Proteino-quinases ativadas por
mitdgenos p38)

p50: subunidade Madura de NFKkB p50

p52: subunidade Madura de NFkB p52

p65: subunidade Madura de NFKB p65

PBK: proteina quinase B ou Akt

PBS: do inglés, Phosphate Buffered Saline (Tamp&o fosfato-salino)

PE: Ficoeritrina

pH: potencial Hidrogenidnico

P13K: fosfatidilinositol 3-fosfato quinase

PIP,: fosfatidilinositol (3,4)-bifosfato

PIP3: fosfatidilinositol (3,4,5) - Trisfosfato

PMSEF: fenol-metil-sulfonil-fluoreto

pPLA: do inglés, phospholipase A (fosfolipase A)

gPCR: reacdo em cadeia da polimerase quantitativa

Ras: do inglés, Rat Sarcoma virus (virus do sarcoma de rato)

Raf (MAP3K): Proteino-quinase ativada por mitégenos 3 (quinase especifica para Ser/Thr)
Rel A: doinglés, v-rel avian reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A (p65 ou NFkB3
ou fator de transcrigdo RelA)


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Phosphatidylinositol_%283,4,5%29-trisphosphate&usg=ALkJrhgMjQOmDkWIdpyhtUAHEJCyMr-SmQ

Rel B: do inglés, v-rel avian reticuloendotheliosis viral oncogene homolog B (p50 ou fator de
transcricdo RelB)

RIPA: do inglés, radioimmunoprecipitation buffer

RNA: do inglés, Ribonuclei acid (Acido Ribonucleico)

SDS: Dodecil sulfato de Sodio

SDS-PAGE: do inglés, Sodium Dodecyl Sulfate - PolyAcrylamide Gel Electrophoresis (Gel
Dodecil Sulfato de Sédio de Poliacrilamida para Eletroforese)

SEM: Erro Padrdo da Média

Smad: do inglés, Mothers Against Decantaplegic homolog

STZ: Streptozotocina

TA: Tibial Anterior

TB: Azul de Toluidina

TBST: Solucéo salina tamponada com Hidroximetil Aminometano (Tris) e polissorbato 20
(Tween-20)

TAK-1: do inglés, Transforming growth factor beta-activated kinase 1

TGF-B: do inglés, transforming growth factor beta (Fator de transformacao do crescimento
beta)

TNF-a: fator de necrose tumoral alfa

TRAFs: fatores associados ao receptor de TNF

Tris-HCI: Hidroximetil Aminometano Hidroclorido

TWEAK: do inglés, TNF-like weak inducer of apoptosis

UB: Ubiquitina

pg: miligrama

pL: microlitro

pM: micromolar

puM?2: micromolar quadrado

V: Volts

VS: Versus



Sumario

RESUIMO ...tttk e st e e e st e e bt e e s nne e e s ne e e anes 8
N 0L = Uod SRR PROPRRN 9
L INTRODUGAO .......coceeeeeeeeeeeetee e ee et se s 17
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt 20
2.1 O DiabeteS MEIIITUS ......cceiieiieieiee e 20
2.2 Complicaches presentesS N0 DM ........ccovoiiiiiiicie e 21
2.2.1 Neuropatia Diabética (ND) ......ccceeviiieiieie e 23
2.2.2 Alteragtes Musculares N0 DM .........ccociveiiiieiecce e 23
2.2.3 Vias de SINAlIZAGCAD .........cecvviiieii et 26
2.2.3.1 Sistema Ubiquitina-Proteassoma............cccveveiiereeieiieseese e 27
2.2.3.2 Via de Sinalizagd0o IGF-1/AKL.........cccoooieiieiiceceece e 29
2.2.3.3 Via de Sinalizacdo TGF-MioStatina...........cccccovevveieiiieieese e 31
2.2.3.4 Viade Sinalizag8o NFKB ..........ccccoveiiiiiiicccc e 34
2.2.3.5 VIa TWEAK/FN-14 ...ttt 37

2.3 Tratamento do Diabetes MEellitUS..........cooviiiiiiiieec e 40
2.4 Perspectivas da Terapia com CEIUlas-troNCO ..........ccoeveerereiesi i 42
3MATERIAIS E METODOS.........coeieeeeeeeeeeeeeeee et 48
B0 o [ 4 USSR 48
3.2 Inducdo do Diabetes MEllITUS .........ccoviiiiiiiiec e 49
3.3 Isolamento, cultura e caracterizagdo das MSCS..........ccocvvvvieiiieiene e 50
3.4 INFUSAO 08 MSECS....eiiieiieeee ettt te e nneees 51
3.5 Testes de Comportamento e FUNCIonal ..o 52
3.5. 1 TeStE A8 VON FIEY ..ottt 52
3.5.2 ANAlISE 0& PEGAAA ......coveiiieiiiie et 53

3.6 Desenho EXPErimental...........coooiiiiiiiiiiieeee e 54
3.7 Histologia do Musculo Tibial ANtErior.........ccccoveiiiieiiecece e 55
3.8 Expressdo de RNAM no Musculo ESQUEIELICO ........ccevvevieieiiciiccceece e 56

3.9 Expressdo proteica do MUsculo ESQUEIBLICO .........ccccvevveeiiiiieiiciecc e 58



3,10 ANALISE EStAtISTICA .. .ueeeeeeee ettt 59

A RESULTADOS ...ttt ettt e et e e e e e e nnae e e s e e ennes 60
4.1 Caracterizacdo de MSCs alogénicas derivadas de medula dssea...........ccccovuenee. 60
4.2 Massa COrporea € GlICEMIA. .......ccciviiiiiiiie e 62
4.3 TesteS COMPOITAMENTAIS.......eiiveireieiie et e e 62

4.3.1 TeStE dE VON FIEY ...oiceiiieeie ettt ns 62
4.3.2 ANAlISE POr PEGATA. ........eeviiieii et 64
4.4 Morfologia do Musculo Tibial ANtErior ........c.cccvevviieiieie e 64
4.5 Expressdo de RNA em Musculo Tibial Anterior........c.ccoccvevevveiveveseene e s 66
4.6 Expressdo Proteica no Masculo Tibial ANterior.........ccceevvevevieevv s 70

B DISCUSSAD ...ttt 70

CONCLUSAD. ..ottt 84

REFERENCIAS ..ottt 85

ANEXO Lottt bbbttt nenne e 100

ANEXO 2 ..ottt ettt ettt nenre e 101

ANEXOQO 3. 102



17

1 INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM) é um distarbio metabdlico caracterizado pela
hiperglicemia causada devido a deficiéncia na secrecio e/ou acdo da insulinal?.
Atualmente, de acordo com a Federacao Internacional de Diabetes aproximadamente 415
milhdes de pessoas no mundo sdo diabéticas e estima-se que em 2040 aproximadamente
642 milhdes de pessoas terdo a doenga®.

Estando associado com diversas complicacBes sistémicas, a hiperglicemia é o
fator principal responsavel pelas diversas complicacdes cronicas no DM > A neuropatia
diabética (ND) é a complicacdo mais comum na doenca, sendo caracterizada pela perda
gradual da sensibilidade distal e atrofia muscular, comuns no DM e cujos quais nédo
possuem terapia satisfatoria ®. Além disso, ja é bem estabelecido que 0 DM esteja
associado com o aumento de protedlise e diminuicdo da sintese proteica que afeta
diretamente a massa muscular e as propriedades contrécteis do musculo esquelético ’.

A atrofia no musculo esquelético € caracterizada pela perda da massa muscular
causada devido ao desequilibrio nos processos catabolicos e anabdlicos; estando também
associada a fraqueza muscular e ao comprometimento da capacidade fisica 8. Para tanto,
existem quatro vias de sinalizacdo celular principais no masculo esquelético relacionados
ao processo de remodelamento: Via ubiquitina (Ub)-proteassoma dependente, via IGF-
1/P13K/Akt, via NFxB e a via TGF-B/Miostatina °. Estudos experimentais e clinicos
demonstraram que o sistema UB-proteassoma é considerado o mecanismo de atrofia
predominante'. Por outro lado, a via PI3K/Akt ¢ crucial para a hipertrofia muscular uma

vez que controla a massa muscular pelo aumento da sintese proteica (aumentando a
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expressao de IGF-1) e pela supressao da protedlise, principalmente modulando atrogina-
1/MAFbx e MuRF-1, duas importantes UB-ligases'!™*3,

Evidéncias recentes sugerem que a via NFkB é também um importante sistema de
sinalizacdo envolvido na perda de massa do musculo esquelético. Para tanto, existem trés
mecanismos que sdo impulsionados pelo aumento da expressdao de NFkB, levando a
atrofia: 1) aumento direto na expressao de MurF-1 e expressédo indireta de atrogina-1; 2)
aumento da expressdo de moléculas inflamatdrias envolvidas na perda muscular, tais
como TNF-a, IL-1B, IFN-y ¢ TWEAK ¢ 3) inibicdo do processo de diferenciagéo
miogénica necessario para a regeneracéo do tecido atrofiado®®.

Em adicdo, foi demonstrado que o TWEAK (uma citocina com estrutura
homdloga ao TNF-0) ligada ao seu receptor Fn-14 participa na diferenciacdo de
mioblastos e miotubos e pode induzir varias respostas bioldgicas 1° tais como crescimento
e proliferacdo celular, angiogénese, osteoclastogénese, apoptose e diferenciacéo,
dependendo do contexto celular ® dos tecidos. Além disso, evidéncias obtidas de
numerosos estudos também estabelecem um papel chave para a via p38 MAPK na
conversdo de mioblastos para miotubos diferenciados durante a progressio miogénica ’.
Outrossim, estudos recentes sugeriram que p38 MAPK também pode estar ligado a
proliferacdo celular no musculo esquelético 8,

Além disso, estudos recentes tém elucidado os efeitos da miostatina (Mst, um
membro da superfamilia TGF-B) na fungdo muscular ¢ no desenvolvimento. Tem sido
relatado que no musculo esquelético adulto a Mst age como um regulador negativo da
massa muscular esquelética através da inibico da ativacdo de células satélites 1°2°. Nesse
tocante, o efeito sobre a diferenciagdo parece ocorrer através da regulacdo negativa dos

fatores de diferenciacio miogénica MyoD, Myf-5 e miogenina 2.
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Opcdes de terapias atuais para o tratamento de complicagdes diabéticas, incluindo
disfungdo neuromuscular, tém demonstrando resultados insatisfatorios °%2%,  Este
cenario estimula novas pesquisas buscando terapias alternativas, como o uso de células-
tronco 4, que possui a capacidade de autorrenovagao e diferenciagdo em outras células.
As células-tronco mesenquimais (MSCs), particularmente, sdo capazes de modificar o
microambiente dos tecidos lesados contribuindo para reparagéo tecidual e regeneragdo®
27 além de melhorar o perfil metabdlico em varios modelos animais de diabetes 262°.
Nosso grupo ja descreveu os efeitos positivos do uso de multiplas infusées de BM-MSCs
alogénicas sobre a homeostase da glicose e a morfometria de ilhotas pancreéticas na
hiperglicemia induzida por dieta altamente calérica (HFD) em camundongos Swiss .
Além disso, trabalhos prévios também demonstraram que as MSCs transplantadas em
ratos diabéticos tiveram efeitos terapéuticos na polineuropatia diabética através de acdes
paracrinas de fatores de crescimento secretados pelas células-tronco .

Assim sendo, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do transplante de MCSs
na funcdo neuromuscular, na morfologia do musculo esquelético e na expresséao de fatores
associados a atrofia muscular. Este é o primeiro estudo que investiga os efeitos das MSCs
na expressdo de marcadores moleculares associados a atrofia muscular em um modelo de

roedor de DM.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O Diabetes Mellitus

O DM é um distarbio metabdlico crénico caracterizado pela hiperglicemia gerada
devido deficiéncia na secre¢do e/ou acéo da insulinal3132, levando a um decréscimo na
expectativa de vida. Esse comprometimento cronico transforma o DM em um importante
problema sécio-econémico responsavel por elevados gastos nos sistemas de sadde 3%,

Atualmente, no mundo, 415 milhGes de pessoas adultas sdo diabéticas e estima-se
que em 2040 esse nimero atinja cerca de 642 milhdes de pessoas *. Este aumento deve
ocorrer, em grande parte, em paises em desenvolvimento, devido principalmente ao
crescimento e envelhecimento da populacdo, a obesidade, ao sedentarismo e ingestéo
alimentar inadequada. Em adicdo, de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, o
Brasil é 0 sexto pais com maior niimero de pessoas com diabetes .

O DM basicamente pode ser classificado em dois grupos: o tipo 1 e o tipo 23133,
O DM tipo 1 é resultante da destruicdo cronica (cerca de 70 a 80%) das células
pancreéticas produtoras de insulina através de mecanismos autoimunes®’, representando
cerca de 5% de todos os casos de diabete mundiais 31638, O processo de autodestruicio
ocorre de modo lento, iniciando-se meses ou anos antes do diagndstico clinico da doenca
31,3940 e consequentemente, em seu periodo de manifestacdo, as células secretoras de
insulina ja se encontram em nimero reduzido ou até mesmo ausentes *!. Essa destruicio
acarreta na falta do hormoénio insulina, resultando num estado hiperglicémico devido a
reducdo da captura da glicose circulante por parte dos tecidos periféricos e a producao de

glicose hepatica *2. A queda brusca na producdo de insulina leva a necessidade de uma
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reposicéo a partir de insulina exdgena, bem como modifica¢fes no estilo de vida, como
uma alimentac&o saudavel e atividade fisica regular 3,

O DM tipo 2, por sua vez, é responsavel por cerca de 90% dos casos da doenca®®
e estd associado a dois mecanismos patogénicos: resisténcia periférica a insulina e
deficiéncia relativa na sua secregdo 314344, Caracteristicamente, na fase inicial ocorre
uma hiperinsulinemia compensatoria devido a resisténcia, que pode durar de meses a
anos. Com a progressdo da doenca, todavia, os niveis de produgdo de insulina passam por
uma queda devido ao mecanismo de disfun¢dio e redugiio da massa de células p *3. De
modo geral, a associacdo de fatores genéticos (poligenia) e ambientais, como obesidade
(acumulo de gordura visceral) e sedentarismo sdo requisitos determinantes para o
desenvolvimento da resisténcia a insulina e, posteriormente, do DM tipo 2 . Mesmo
assim, a complexidade da interrelacdo entre fatores genéticos e ambientais € pouco
conhecida *84°. Atualmente, a base de tratamento do DM tipo 2 consiste na mudanca de
estilo de vida. Com o progresso da doenca faz-se necessario a utilizacdo de medicamentos
antidiabéticos orais para controle da glicemia e, em fase mais avancada, de

insulinoterapial 3L,

2.2 Complicacdes presentes no DM

Como se observa, apesar das etiologias diferentes, os processos de destrui¢do e
disfungdo das células B encontram-se presentes em ambos os tipos de diabetes, sendo
mais relevante no DM tipol — motivo pelo qual este tipo vem sendo mais estudado®. Esse
fator culmina em uma patogenia complexa gque envolve ndo somente fatores ambientais

e genéticos como também fatores imunogénicos 5!, As complicacbes diabéticas,
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portanto, sdo as maiores causas da morbidade e mortalidade em pacientes com DM °1,
Isso porque, a hiperglicemia cronica no diabetes esta associada a danos de longo prazo
referente a disfuncdo e faléncia de varios 6rgdos e tecidos especialmente olhos, rins,
nervos, vasos sanguineos, misculos cardiaco e esquelético 3152,

Esse dado é facilmente explicado uma vez que a insulina (produzida pelas células
B pancreaticas) ¢ um hormonio pleiotropico® que possui diversas fungdes, incluindo o
estimulo do transporte de nutrientes nas células, a regulacdo da expressdo génica,
modificacOes da atividade enzimatica e regulacdo da homeostase energética através da
acdo direta no nucleo celular. Essas funcdes sdo exercidas por meio de diversas cascatas
de sinalizacdo intracelulares em tecidos especificos dependentes da insulina, como por
exemplo, o figado, tecido adiposo e mlsculo esquelético >,

Para tanto, a reducgéo na producéo de insulina associada com a hiperglicemia induz
mudancas em vias metabdlicas e bioquimicas nos tecidos *!, de tal modo que esses
disturbios metabolicos levam a um aumento no fluxo de polidis, acimulo de produtos
finais de glicacdo avancada (AGESs), estresse oxidativo e alteracdes lipidicas, por
exemplo. Essas alteragdes culminam em anomalias metabolicas e aumentam os fatores

de riscos, gerando os processos inflamatorios 51565859,

Pleiotrépico: (do grego pleio = "muito" e tropo = "mudanca") é o nome dado aos multiplos efeitos de um
gene. Acontece quando um Unico gene controla diversas caracteristicas do fen6tipo que muitas vezes ndo
estdo relacionadas.


https://pt.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADngua_grega
https://pt.wikipedia.org/wiki/Gene
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fen%C3%B3tipo
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2.2.1 Neuropatia Diabética (ND)

Basicamente, o DM possui quatro complicagbes principais: neuropatia,
retinopatia, nefropatia e vasculopatia %°-%? de modo que, a ND é a maior complicacio a
longo prazo tanto do DM tipo 1 quanto DM tipo 2, resultando em significativa morbidade
e aumento da mortalidade na vida adulta 5.  Cerca de 50 a 70% dos diabéticos
desenvolvem sintomas de neuropatia devido a danos no nervo sensorial %364, cujos quais
aparentam serem particularmente mais vulneraveis aos niveis elevados de glicose®* e
danos causados pelo DM %367, Assim, as sequelas neuropéticas colaboram para a perda
da qualidade de vida dos pacientes diabéticos; apresentando riscos inerentes — como € o
caso da nefropatia, vasculopatia, angiopatia, retinopatia e alteracdes musculares 35! —
sendo uma condicao limitante para pacientes.

O disturbio sensério-motor progressivo, decorrente da degenera¢do nervosa,
acarreta em sintomas extremamente variaveis; podendo ser tanto silenciosa, i.e., ndo
desenvolvimento nenhum sintoma enquanto gera os seus danos quanto se manifestando
através de sintomas e/ou sinais clinicos presentes também em outras doencas %°:¢.

Nesse tocante, sdo nos axdnios em que as lesdes ocorrem com maior frequéncia,
afetando principalmente seguimentos distais dos membros. Este fato resulta em perda
sensorial progressiva % e, consequentemente, leva a sintomas extremamente variaveis
que podem ser gravemente dolorosos ou completamente indolores 5% (diminuicdo da
sensibilidade, dor, hiperalgesia ou até mesmo a transtornos troficos da pele da estrutura
osteoarticular do pé, com propensdo a desenvolver o chamado “pé diabético”, por

exemplo)® bem como podem acarretar numa atrofia muscular resultante da perda da
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comunicagéo bioquimica entre nervo e misculo 34670 Tal atrofia contribui para a perda
da capacidade regenerativa e culmina no desenvolvimento de tecido fibroso nédo contréctil
e acimulo de gordura, levando a perda da massa muscular "+-73,

Atualmente, as terapias disponiveis incluem tdo somente o controle da glicemia e
o0 tratamento da dor neuropética; ndo revertendo ou evitando a progressdo da doenca.
Além disso, a limitacdo dos estudos experimentais e clinicos contribui para a inexisténcia

de um tratamento efetivo.

2.2.2 Alteragdes Musculares no DM

O musculo esquelético é um sistema altamente complexo formado por milhares
de unidades contracteis chamadas fibras musculares que estdo limitadas pelo sarcolema
(membrana plasmética) e 1dmina basal, sendo rodeadas por uma matriz extracelular de
tecido conjuntivo »™. Os musculos sdo remodelados durante toda a vida, embora em
ritmo diferente, considerando os estagios de desenvolvimento ",

As fibras musculares tém capacidade de alterar suas propriedades fisiol6gicas e
bioguimicas de acordo com os estimulos a que sdo submetidas; bem como alterar a
quantidade ou tipo de proteinas musculares "’4'®, Esta capacidade adaptativa envolvendo
diferentes componentes da fibra se reflete na plasticidade muscular 77

Em resposta a estimulos exdgenos ou fatores bioldgicos, tais como a idade ou a
nutricdo, o musculo aumenta seu tamanho e a quantidade de proteinas contrateis. A
regulacdo do tamanho das células musculares, portanto, € um fenémeno altamente
regulado, sendo um equilibrio entre a proliferacdo de novas proteinas no musculo e a
degradacéo das proteinas pré-existentes “#’°. Assim, eventos nio controlados, muitas

vezes associados a doencas, podem provocar mudanca na sintese e/ou degradacéo das
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proteinas musculares. Essa alteracdo pode levar a um significativo impacto sobre a massa
muscular, causando um deslocamento no equilibrio em direcdo a um dos lados ""478,

A deficiéncia de proteinas estruturais conduz, dessa forma, a ciclos continuos de
degeneracéo e regeneracdo da fibra muscular, devido as disfun¢Ges nas concentracdes de
citocinas; modificando o processo miogénese, i.e, bloqueando a formacéo de novas fibras
musculares; acarretando em degeneracéo, inflamacao e fibrose /173 7679,

N&o é surpreendente, portanto, que no DM ocorram alteragdes nos efeitos
bioguimicos sobre o musculo esquelético, onde o transporte de amino&cidos e a captagdo
de glicose sdo reduzidos. Dessa maneira, a sintese proteica se altera, levando a uma
elevada protedlise "%, Isso porque a insulina é um potente estimulador do transporte de
glicose no musculo 8, sendo sua agdo influenciada pelo tipo de fibra muscular 8. Assim
sendo, na auséncia ou reducdo de insulina, 0 musculo se altera, remodelando-se. A
remodelacdo, em consequéncia, leva a perda da massa muscular em decorréncia da

ativacdo de multiplas vias de sinalizagdo % (Tabela 1).

Tabela 1. Fendtipos de ratos KO ou transgénicos para genes envolvidos em vias anabélicas ou
metabolicas do musculo esquelético.
Modelo

. Referéncia
Animal

Produto Génico

Fendtipo

Sistema Ub-proteossoma

Sem fendtipo, mas protecdo  Bodine et al, 2001 .

atrogina-1 KO a partir de atrofia induzida
por desenervacao.
Sem fendtipo, mas protecdo  Bodine et al, 2001 .
MuRF-1 KO a partir de atrofia induzida

por desnervacéo.

Via de sinalizacdo IGF-1/Akt

IGF-1 Transgénico

Hipertrofia muscular,
protecdo contra perda
muscular durante a
senescéncia, aumento da
capacidade regenerativa
muscular durante a velhice,
protecdo contra atrofia
induzida por falha no
coracdo.

Musaro et al., 2001 ;
Schulze et al., 2005 #; Song
etal., 2006 &,

Akt Transgénico

Hipertrofia muscular,
protecdo contra atrofia,

Lai et al., 2004 88;
Mammucari et al. 2007 &;
Izumiya et al. 2008 %,




26

inducdo de longa duracédo
induz degeneracdo muscular.

Via de Sinalizagdo TGFB-miostatina

KO - Hipertrofia Muscular.

- Atrofia muscular moderada
em ratos machos.
- Marcador de hipertrofia.

Miostatina Transgénico

McPherron et al. 1997 %
Grobet et al. 2003 %2,
Reisz-Porszasz et al. 2003,
Lee e McPherron, 2001 %4,

Citocinas inflamatorias e via de sinalizacdo NFKB

Transgénico - Atrofia muscular.
- Sem fenotipo, mas

Mittal et al., 2010 %.

TWEAK ~ .
protecdo contra atrofia
KO induzida por desenervacéo.
Sem fendtipo, mas protecdo  Hunter e Kandarian, 2004 °6.
NFkB1 ou p65 KO contra atrofia induzida por

descarga.

Adaptado de Bonaldo et al. 2013 8.

2.2.3 Vias de Sinalizacao

Como ja abordado, a perda da massa muscular ou atrofia € um complexo processo

que ocorre em consequéncia de uma variedade de respostas bioquimicas relacionadas a

eventos de carater estressante como inatividade neural ou mecanica, inflamacao e estresse

metabolico °. As vias e fatores que regulam a atrofia do musculo esquelético ainda estdo

sendo descobertas; todavia, nas Ultimas décadas, inmeros fatores chaves de transcricao,

vias de sinalizacdo e processos celulares envolvidos na iniciacdo e manutencao da atrofia

sob uma variedade de condigdes ja foram identificados (Tabela 1)8. Embora os gatilhos

que causem a perda da massa muscular sejam diferentes em cada caso, a estimulacdo da

protedlise € um programa comum no processo de perda da massa muscular 97 .
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2.2.3.1 Sistema Ubiquitina-Proteassoma

A via ubiquitina-proteassoma (UB-proteassoma), em particular, € uma das
principais vias pertencentes ao sistema de degradagdo proteico ° e possuiu como
marcadores genéticos da atrofia muscular dois genes principais: atrogina-1/MAFbx e
MuRF-1 (pertencentes a classe das UB-ligases E3) que aumentam suas expressdes na
ocorréncia de perda da massa muscular 8499,

A via se difere das demais devido ao seu consumo de ATP e se inicia com a
ubiquitinacdo da proteina alvo (receptores celulares de membrana, ativadores ou
inibidores de transcri¢do, moduladores de crescimento ou supressores de tumor, proteinas
modificadas ou mutantes e reguladores de ciclo celular) por meio de etapas. Essas etapas
envolvem trés enzimas chamadas de E1 (enzimas ativadas de ubiquitina), E2 (enzimas
conjugadoras) e E3 (UB-ligases)®®.

Na fase de ativacdo a enzima E1 ativa a molécula de UB na presenca de Mg?* e
consumo de 1 ATP. Essa molécula, por sua vez, é transferida para a enzima E2, liberando
a E1. Posteriormente, a enzima E3 forma um complexo ndo-covalente com a proteina-
alvo e permite que o complexo E2-UB transfira a UB para o grupo amina de um residuo
de lisina da proteina-alvo. A enzima E3, por conseguinte, se solta liberando E2 e a
proteina ubiquitinada (Fig. 1). O processo se repete varias vezes formando uma ou mais
cadeias de UBs que s&o reconhecidas pelo proteassoma®1%,

Apesar do processo de ubiquitinacdo ser reversivel, 0 que permite um controle de
qualidade ao sistema; as proteinas degradadas ao nivel de oligopeptideos durante a

protedlise gera uma assimetria fundamental ao direcionamento do sistema %9710,
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Substrate
Monoubiquitination Polyubiquitination

Multi- K48
monoubiquitination K29
K63
DNA Repair R .
Gene Expression eceptor Protein
Endocytosis Endocytosis degraded
Signal into peptides
Transduction

Kinase Activation
Endocytosis 26S Proteasome

Fig. 1: Sistema UB-Proteassoma.
O processo de ubiquitinacdo é controlado por meio de enzimas ativadoras (E1), conjugadoras

(E2) e ligases (E3). O MuRF-1 e Atr-1 sdo UB-ligases que controlam a ubiquitinacdo de
substratos especificos. O processo de ubiquitinacao se repete varias vezes formando uma ou mais
cadeias de UBs que séo reconhecidas pelo proteassoma. Fonte: Bodine et al., 2014.
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2.2.3.2 Via de Sinalizacio IGF-1/Akt

Evidéncias importantes tém sugerido que os IGFs poderiam contribuir para o
processo de remodelamento muscular inibindo o sistema UB-proteassoma e a autofagia.
De fato, o IGF-1 estimula o aumento da massa muscular através do aumento da sintese
de proteina e miogénese enquanto reduz/inibe a protedlise e apoptose através da ativacao
da via PI3K/Akt/FoxO %1% Qs efeitos do IGF-1 na proliferacdo e diferenciacdo sdo
temporariamente separados: durante a proliferacdo o IGF-1 aumenta a expressédo de
fatores envolvidos na progressao do ciclo celular por intermédio das proteinas ativadas
por mitogénio quinase (MAPKSs) enquanto que durante a diferenciagdo permite a
expressdo de fatores regulatorios miogénicos por meio da fosfatidilinositol-3 quinase
(PI3K) 102107 (Fig. 2). Para tanto, o IGF-1 (produzido pelo figado) precisa se ligar ao seu
receptor IGF-1R (um receptor tirosina quinase) ou ao receptor de insulina (IR) a fim de
iniciar as cascatas de sinalizagéo 10319,

Quando ativado, o PI3K fosforila lipidios de membrana plasmaética, formando o
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) que, em seguida é ativado, transformando-se em
fosfatilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3); criando um sitio de ligagdo na membrana
plasmética para a Akt (ou PBK)®83193 A Akt em seu estado ativado/fosforilado medeia
respostas incluindo proliferacdo, sobrevivéncia celular, migracéo celular e angiogénese.
A via, altamente regulada por multiplos mecanismos, muitas vezes envolvem respostas
cruzadas com outras vias de sinalizacdo como mTOR (Mammalian Target of Rapamycin)

e FoxO (Forkhead box)®83103.109
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Fig 2: Via de Sinaliza¢ao IGF-1/Akt.

O fator IGF-1 liga-se ao seu receptor (IGF-1R) na membrana plasmatica levando a uma autofosforilacdo e recrutamento de adaptadores proteicos IRS-1 e
IRS-2. A interacdo entre os adaptadores e o receptor IGF-1R ativa PI3K que converte PIP, em PIPs; criando um sitio de ligacdo para Akt. A Akt, por sua vez,
ativa vias de sinalizacdo como mTOR, FoxO, GSK-38 que estédo relacionadas as respostas celulares como sobrevivéncia celular, migracdo e angiogénese.
Paralelamente, a interacdo IGF-1 com o seu receptor pode ativar a via das MAPKSs pela modulacéo de Ras. As MAPKs podem acionar fatores de transcri¢des
permitindo a ativag&o de genes ligados ao ciclo celular e alteragio da traducio de mRNA para proteinas. Fonte: Jung et al. 2015 1%,

o€
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Outrossim, o segundo caminho envolve as quinases relacionadas ao sinal
extracelular ERK-1 e ERK-2 (também denominadas MAP quinases). Em 1993, Skolnik

e colaboradores 110

identificaram componentes de uma via que ligava a estimulacdo da
insulina e/ou IGF-1 com a ativacdo de Ras (uma GTPase). Além disso, concluiram que
uma vez que Ras € acionado, este ativa Raf (ou MAP3K) e posteriormente, ativa MEKs
(ou MAP2K); resultando na fosforilacdo e ativacdo de ERKs (ou MAPKSs) que
transmitem sinal para o nucleo 193106111 Essa classe de proteinas (ERKS) é classificada
em trés categorias: 1) a familia da quinase N-terminal c-Jun (JNK) ou também conhecida
como proteina quinase ativada por estresse; 2) a familia de regulacdo extracelular quinase
(ERK) e 3) a familia da p38 MAPK %2,

Nesse tocante, as MAPKs podem ativar fatores de transcricbes permitindo a
ativacdo de genes ligados ao ciclo celular e alteracdo da traducdo de mMRNA para proteinas

111 Assim sendo, mediante estado de atrofia, a via IGF-1/Akt é desativada e ocorre um

aumento de atrogenes e consequente proteélise %13 113,

2.2.3.3 Via de Sinalizacdo TGF-Miostatina

A expressao de Mst, membro da superfamilia do TGF-B, ¢ identificada durante os
primeiros estagios da embriogénese e continua a ser expressa durante o desenvolvimento
do masculo esquelético. Durante os estagios posteriores e em animais adultos, a Mst é
expressa predominantemente na musculatura esquelética e tecido adiposo 4! agindo

como regulador negativo da massa muscular 9194116,
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Embora o mecanismo de ativacdo da Mst ainda seja indeterminado, fatores
especificos do tecido, como MMPs, podem ser responsaveis pelo processo de ativacédo e
subsequente atividade inibitoria da Mst no misculo esquelético®'’. Além disso, a Mst
regula positivamente UB-ligases relacionadas com a atrofia por meio do blogueio da via
IGF-1/PI3K/Akt e ativacdo de FoxOl1, permitindo maior expressdo de atrogina-1
independentemente de NFkB 8118-120,

Uma vez que a Mst se encontra ligada ao seu receptor de activina tipo 1l (ActRII)
permite a ativacdo do receptor de activina tipo | (ActRI) iniciando uma cascata de
sinalizacdo intracelular pela ativacdo da transcri¢do de reguladores Smad2 e Smad3 que
se transladam para o ndcleo por meio do complexo com Smad4 e Smad5 e ativam genes
alvos da Mst?1:116117.121122 (Fjg 3 Estudos recentes, todavia, relatam a existéncia de
caminhos alternativos ndo mediados por Smad que levam a transducdo de sinais atraves
das vias p38 MAPK e ERK (1/2)*?% durante a proliferago e diferenciacdo celular de modo
ainda ndo determinado 2124,

Assim sendo, o efeito sobre o numero de fibras musculares é resultante da
atividade da Mst sobre a proliferacdo e/ou diferenciacdo de mioblastos durante o
desenvolvimento 24122125126 enquanto que o efeito sobre o tamanho das fibras esta
relacionado a acio da Mst sobre as células satélites musculares 21?6, Nesse tocante, o
efeito sobre a diferenciacdo parece ocorrer atraves da regulacdo negativa de fatores de

diferenciacio miogénica como MyoD, Myf-5 e Miogenina'?2125127,
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Fig. 3: Via de Sinalizagdo TGF-Miostatina.

A via TGF-6/Mst regula negativamente o tamanho do muasculo por meio da fosforilagao de Smad
2 e Smad 3 e inibicdo da via IGF-1/Akt; permitindo a ativac@o de genes alvos da Mst. A via,
quando ativada, bloqueia a miogénese por inibi¢do de MyoD e parece aumentar a protedlise pelo
aumer111té) de MuRF-1 e atrogina-1 pela hipofosforilacdo de FoxOl1l. Fonte: McFarlane et al.
2006 .
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2.2.3.4 Via de Sinalizacdo NFkB

Em mamiferos, existem cinco tipos diferentes de NFkB (p65 ou Rel A, Rel B, c-
Rel, p52 e a p50), nos quais medeiam uma variedade de processos de acordo com o tipo
de célula e dos ativadores especificos 412812% Entre estes, o p65 e p50 estio presentes
em quase todos os tipos celulares e sdo responsaveis pelo aumento da expressdo de uma
série de genes pro-inflamatdrios e de sobrevivéncia celular 14130,

Antes da ativacdo, o NFKkB é encontrado no citoplasma vinculado ao seu inibidor
(IkBa))141%0 ¢ é ativo em resposta a uma variedade de estimulos como estresse oxidativo
e biomecanico, infeccBes bacterianas, virus, exposicdo a citocinas pro-inflamatérias,
mitdgenos e fatores de crescimento 3! que iniciam diferentes vias de sinalizacio de
transducao® 13122 ativando a enzima IkB quinase (IKK).

A interacdo da IKK com o complexo NFkB/IkBa fosforila IkBa, o que resulta na
ubiquitinagdo e dissociagdo de IkBa do NFkB e eventual degradacdo de IkBa pelo
proteossoma; permitindo a translocacdo do NFkB para o nucleo, vinculando-se a sitios
especificos do DNA; regulando a expressdo de maltiplos genes alvos ° (Fig. 4A).

Estudos passados elucidaram diversas fung¢des importantes do NFxB na regulagao
da massa muscular, especificamente quando relacionada a doencas . O papel inibidor
ou estimulador miogénico de NFkB é influenciado conforme o contexto celular, tipo de
estimulo, nivel e duracdo de NFkB e composicdo do complexo NFkB ativado 4. Bakkar
e colaboradores em 2008 %3 abordaram a contradicdo entre as funcbes anti e pro-
miogénicas de NFkB demonstrando que a ativagao constitutiva da via classica de NFkB
inibe a diferenciacdo miogénica; mas que, ao final do processo, a sinalizacdo de NFkB
migra para a via alternativa a fim de promover a homeostase do tecido muscular

esquelético 14133,
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Fig. 4: Via de sinalizagdo NFkB.

(A) A ativacéo de NFkB pode ocorrer por via classica ou alternativa. O caminho classico envolve
a ativagdo de IKKf que acarreta na fosforilagdo e degradagdo de IkBs. Ja a via alternativa
envolve IKKa e fosforilagdo de p100. Tanto a via classica como alternativa permitem a regulacao
de genes alvos especificos. (B) Uma vez ativa, leva a atrofia por diversos mecanismos
subjacentes. O NFkB pode aumentar a expressao de MuRF-1 e atrogina-1 e/ou citocinas pro-
inflamatérias que levam a perda da massa muscular. Além disso, pode bloguear o processo de
diferenciagdo miogénica por modular os niveis de MyoD. Fonte: Li et al., 2008 **.

Todavia, em processos inflamatorios crénicos presentes em doengas como 0
diabetes, os fatores de transcricdo pertencentes a via NFkB desempenham um papel
fundamental na ativacdo das respostas imunes e inflamatérias (como aumento de
citocinas pro-inflamatdrias e a ativagdo da via TWEAK/Fn-14)34135 que, por sua vez,
proporcionam a ativagio da via NFKB por feedback positivo **%1*7 e consequentemente,

contribuem para a atrofia muscular 34 (Fig. 4B).
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No musculo esquelético, a via NFkB ativada é suficiente para a indugdo de uma
UB-ligase em particular: o MurF-11%8, Essa alteragdo contribui para a supressdo da via
IGF-1/PI3K/Akt 139 140 ¢ interfere no processo de diferenciacdo miogénica 13613 através
da reducéo dos niveis celulares de MyoD por mecanismos pds-transcricionais 14141143

levando a perda da massa muscular (Fig. 4B).

2.2.3.5 Via TWEAK/Fn-14

Embora o potencial papel das citocinas pré-inflamatorias na perda da massa
muscular em doencas cronicas seja reconhecido, pouco se sabe sobre 0s exatos gatilhos e
eventos que acarretam a atrofia muscular ®. Evidéncias recentes sugerem que a via de
sinalizacdo TWEAK/Fn-14 é um sistema importante na regulacdo da atrofia muscular,
regeneracio e funcdo metabdlical®*; principalmente por afetar maltiplos passos do
processo miogénico** (Fig.5).

Em consisténcia com o seu papel como mediador de inflamacdo, o TWEAK foi
descrito como sendo uma poderosa citocina que, quando superexpressa, provoca
anormalidades musculares significativas, exacerbando a atrofia ¢ através da sua ligacéo
com seu receptor Fn-14 1695145 vja Fn-14-dependente.

Mesmo assim, estudos realizados por Dogra e colaboradores em 2007 6
descreveram que a expressdo do receptor Fn-14, e ndo de TWEAK, ¢é o fator limitante
para acdo catabolica da via no musculo esquelético e, portanto, agiria de maneira receptor-
independente. Isso porque, ao contrario dos niveis de Fn-14 reduzidos em tecidos
saudaveis, em condigdo de processo inflamatorio crénico e dano tecidual, os niveis do

receptor encontram-se altamente induzidos % 146147,
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Fig. 5: Esquematizacdo ilustrativa dos efeitos de TWEAK em diferentes passos miogénicos.
O TWEAK diminui a autorrenovacao das células progenitoras e aumenta a progressao de linhagens miogénicas, resultando na formac&o de mioblastos. Quando

os niveis de TWEAK encontram-se aumentados, inibe a diferenciacdo. Quando os niveis de TWEAK encontram-se reduzidos, promove a fusao mioblastica
Apos lesdes ou sob condicao de doencas, 0 TWEAK atenua a regeneracao de miofibras danificadas. Proteinas especificas sdo expressas em varios estagios da

miogénese sdo mostradas abaixo de cada etapa. Fonte: Tajrishi et al., 2014 *,
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Fig. 6: Mecanismos de acao do Sistema de sinalizacdo TWEAK/Fn-14 no musculo esquelético atrofiado.

Quando o TWEAK se liga ao seu receptor Fn-14 permite o recrutamento de clAPs e TRAFs (reguladores da morte celular e resposta celular ao estresse) que
acarretam na ativacao de TAK-1, NIK e varias MKKSs. A ativacdo de TAK-1 estimula IKKs levando a ativacdo de NFkB candnico. O NIK, por sua vez, fosforila
e ativa IKKs levando a ativacdo de NFkB pelo caminho alternativo. A via TWEAK/Fn-14 também ativa as cascatas de sinalizacdo MAPKSs permitindo a ativagdo
do fator de transcricdo AP1 e expressdo génica. Os genes ativados também incluem citoquinas, quimiocinas e MMPs que contribuem para a remodelagédo do
colageno e fibrose. O sistema TWEAK-Fn14 inibe a sinalizacdo Akt e, consequentemente, a ativacao dos fatores de transcricdo da familia FoxO; resultando
na ativacio da degradacéo proteolitica através da expressdo melhorada de MAFBx e MuRF-1. Fonte: Tajrishi et al., 2014,
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Assim, 0 aumento somente de Fn-14 é suficiente para induzir inUmeras respostas
celulares como invasdo e migracdo ** ativar sinais pro-miogénicos e estimular a
formagéo de miotubos. Mesmo assim, embora esteja claro o papel limitador de Fn-14 na
perda muscular mediada por TWEAK, 0s mecanismos adjacentes pelos quais o Fn-14 ¢é
regulado positivamente no musculo esquelético atrofiado ainda permanecem
desconhecidos. Zheng e colaboradores em 2008 48 através de andlises in silico,
mostraram que o gene para Fn-14 possui sitios de ligagdes em consenso com diversos
fatores de transcricdo como MyoD, NFkB, AP-1 e SP-1. Além disso, o gene para Fn-14
parece conter regides ricas em CpG em seu promotor o que indica que a expressdo de Fn-
14 possa também ocorrer por meio de mecanismos epigenéticos 144 145 149,

Uma vez que as concentracdes de TWEAK aumentam, a via TWEAK/Fn-14 induz
a sinalizacdo NFkB, MAPKSs e do sistema UB-proteassoma (Fig. 6); aumentando a
fibrose, atrofia muscular e nimero de fibras tipo 11 no musculo esquelético. Além disso,
também gera a degeneracdo do tecido em respostas aos danos 6 9 150152 gtravés da
inibicdo da miogénese pelo blogueio do ciclo celular dos mioblastos e inducdo da

degradagdo de MyoD 44,

2.3 Tratamento do Diabetes Mellitus

O tratamento do DM tem como principal objetivo a manutencdo da normalidade
glicémica frente a ingestdo alimentar variavel. Este controle se faz necessario a fim de
reduzir as complicacdes tardias 3. Basicamente, as terapias atuais para o0 DM incluem
dieta, insulina, agentes hipoglicémicos orais e, mais recentemente, transplante de ilhotas

pancreaticas 3.
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A terapia convencional com insulina ou terapia intensiva com insulina séo os
recursos mais utilizados 1. A reposicéo através de insulina exdgena tem sido a técnica
terapéutica primaria no controle dos niveis glicémicos plasmaéticos. Apesar disso, a
injecédo de insulina exdgena ndo consegue mimetizar a secregao de insulina de células 8
pancreaticas normais quando os niveis de glicose sanguinea se alteram o tempo todo %31,
E, desse modo, a administracéo de insulina de forma rigorosa pode levar a um aumento
de episddios de hipoglicemia e hiperglicemia *° e, consequentemente, levar a
complicacdes tardias como a ND e/ou alteragfes musculares.

Ensaios clinicos de tratamentos com ciclosporina, azatioprina/corticoides, ou
anticorpo monoclonal anti-CD3, visando a preservacdo funcional das células B, vém
sendo realizados com resultados significativos, mas insuficientes para aplicacdo clinica
rotineira’. Desde a década de 70 o transplante de ilhotas pancreaticas vem sendo proposto
como alternativa terapéutica para o DM ®*, Todavia, somente em meados de 1990,
houveram-se relatos de sucesso neste campo >4,

As limitagcOes nesse tipo de transplante, entretanto, as quais incluem a baixa
quantidade de doadores para transplantes alogénicos, dificuldade de obtengéo das ilhotas
pancredticas e a necessidade de imunossupressao constante tornam este procedimento ndo
tdo eficaz *°.

“O maior desafio no tratamento do diabetes €, portanto, prover aos pacientes uma
fonte de insulina que regule, fiel e constantemente, os niveis de glicose sanguinea”. Esse
cenario estimula novas pesquisas em busca de alternativas terapéuticas, como a
diferenciacéo in vitro de células tronco em células p humanas para posterior transplante

e tratamento com células-tronco adultas 3%,
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2.4 Perspectivas da Terapia com Células-tronco

A utilizagdo da terapia com células-tronco vem ganhando forca ao longo dos
Gltimos anos nas mais diversas éareas bioldgicas 7. O interesse pelo tratamento
regenerativo e utilizagdo da terapia celular, sobretudo o uso de células-tronco (CT) pluri
ou multipotentes, vem oferecendo alternativas para o transplante de ilhotas pancreéticas,
pancreas e o uso de linhagens celulares produtoras de insulina °81%°, InGmeros estudos
avaliam a contribuicdo de diferentes linhagens de células-tronco frente a regeneracao das
células B e, por conseguinte, do controle dos niveis glicémicos 31160169,

As células-tronco nada mais sdo do que células primitivas indiferenciadas que
possuem a capacidade de se autorrenovar, i.e, de se multiplicar e manter o seu estado
indiferenciado, proporcionando uma reposicdo ativa de sua populagcdo de maneira
constante nos tecidos; e se diferenciar em células de outras linhagens 2?6, Entre os tecidos
que apresentam células-tronco podemos citar o tecido adiposo, corddo umbilical,
fibroblastos, endométrio, células do figado, medula 6ssea, musculo, polpa dentaria, entre
varios outros 160-169,

Nesse tocante, a medula éssea é uma fonte importante de facil acesso para células-
tronco adultas, uma vez que se destaca por possuir células-tronco continuamente durante
a vida adulta 3. Além disso, contém células-tronco hematopoéticas e precursores de
linhagens ndo-hematopoéticas que incluem as células-tronco mesenquimais (MSCs)?2
157,160,161.

As MSCs da medula 6ssea, por sua vez, possuem diversas vantagens gquando
utilizadas para reparo de tecidos, ja que detem a capacidade de se autorreplicar e se
diferenciar, tanto in vivo como in vitro, em 0sso, cartilagem, gordura, tenddo e musculo,

dentre outros tecidos 1’172, Para tanto, alguns sinais quimicos e/ou biolégicos atuam
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como indutores da diferenciacdo de MSCs, tais como IGF-1, TGF-B, VEGF, BFGF e
ascorbato ou ainda vias de sinalizagdo, como MAPK e Smads % (Tabela 2). Além disso,
apresentam poucos marcadores imunofenotipicos especificos na membrana que séo
utilizados para sua caracterizagdo, como CD105, CD73 e CD90 e nédo expressam

marcadores CD34, CD45, CD14 ou CD11b, por exemplo 217 (Anexo 1).

“Essas células constituem uma popula¢do rara de progenitores
multipotentes que contribuem para a homeostase tecidual, na regeneragdo de
tecidos mesenquimais, tais como désseo, cartilaginoso, muscular, adiposo,
ligamento, tend&@o, estroma medular, além de exercerem um papel fundamental
na hematopoiese. .

Tabela 2: Indutores de Diferenciagdo de MSCs.

Indutores Sinais Acéo
Fatores de TGF-B", IGF-1, EGF, PDGH, (CELfﬁﬁgﬂﬁgigaé’sfeegﬁ!fgs
Crescimento BFGF, VEGF endotélio)
Vias de Sinalizacéo MAPK, Smads Producéo de proteinas de
matriz celular, incluindo
Fatores de colageno tipo Il, agrecan,

SOX3, SOX5, SOX6 requeridos para a formagéo

de cartilagem

transcricao

Whnt, 1,25-diidroxivitamina D3,
2-fosforo-ascorbato, -

Outros glicerofosfato, Dexametasona, Diferenciacao neural,
. Insulina, Indometacina, isobutil- adipogénica, miogénica,
fatores/sinais . . . e . .
metilxantina, glicocorticoides, em ilhotas pancreaticas

hidrocortisona, -
mercaptoetanol, nicotinamida
*0O mais potente deles. Fonte: Bydlowski et al., 2009 %,

As MSCs sdo capazes de produzir e secretar um grande nimero de moléculas
bioativas (fatores de crescimento, citocinas, interleucinas e interferon y) que auxiliam o
reparo/regeneracéo de regides lesionadas 1™, inibem a formagéo de cicatriz e a apoptose
e induzem a angiogénese e proliferacdo de células-tronco ou progenitoras intrinsecas 17°.

“Essa atividade complexa, multifacetada, causada pela atividade secretora das MSCs ¢
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referida como atividade trofica, sendo distinta da capacidade das MSCs em se diferenciar”
175_

Outra propriedade interessante das MSCs além do seu facil isolamento e cultivo,
potencial de diferenciacdo e producéo de sinais indutores regulatérios esta relacionado ao
seu potencial imunomodulatério que as torna candidatas importantes para terapias
celulares em uso alogénico. Isso porque as MSCs mediam efeitos imunorreguladores
tanto na imunidade inata quanto adaptativa, indiretamente, atraves de fatores soluveis, ou
diretamente, via contato fisico direto. Todavia tais propriedades imunomodulatérias ainda

ndo estdo totalmente estabelecidas 172.

“Uma vez implantadas, as células-tronco seriam capazes de interagir
com o microambiente circundante e facilitar a regeneracéo dos tecidos vizinhos
através da secrecéo de certos fatores e renovacao das fungdes bioldgicas (como o
sistema imunoldgico) ou agindo troficamente [...] 7.

Apesar destas consideracdes e da necessidade de mais conhecimentos basicos para
melhor compreender os processos envolvidos na diferenciacdo e manutencao das MSCs,
muito ja tem sido estudado quanto as suas possiveis aplicacfes. Assim sendo, as MSCs
estdo sendo consideradas ferramentas de reparacdo, regeneracdo, substituicdo e
renovacdo de células/tecidos lesados ou mortos e, portanto, apresentam um potencial
muito grande para o tratamento de diversas doencas como Parkinson, esclerose mdltipla,
Doenca de Alzheimer, AVC, lupus, linfomas e leucemias, diabetes, entre outras "

(Figura 7).
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Amorin etal, 2012. Caplan, et al; 2008.

Leucemias e linfomas https: / /criogenesis.com. br/2017/09/01 /quais-doencas-podem-ser-trat adas
com-celulas-tronco/

* também considerada doenca imune.

Figura 7: Aplicaces Clinicas da MSCs. As MSCs tém se tornado as candidatas ideais para os
protocolos da medicina regenerativa devido ao seu facil isolamento e cultivo, potencial de
diferenciacdo e producdo de fatores de crescimento e citocinas. Podem ser consideradas
ferramentas de reparacdo, regeneracao, substituicdo e renovacao de células/tecidos lesados ou
mortos e, portanto, apresentam um potencial muito grande para o tratamento de diversas
doencas como Parkinson, esclerose, Alzheimer, AVC, lGpus, linfomas e leucemias, diabetes, entre
outras.

Muitos estudos tém mostrado que o transplante de MSCs melhora o perfil
metabolico de diversos modelos animais diabéticos e, consequentemente, os perfis
fisiologicos (Tabela 3) 173. Entretanto, 0s mecanismos responsaveis por tais melhoras
ainda estdo sendo esclarecidos. Diversas pesquisas sdo citadas em literatura, como € o
caso de Shibata e colaboradores em 2008 28 e Naruse e colaboradores em 2011 ?° que
utilizaram infusdo de MSCs em modelo de neuropatia e verificaram que ratos diabéticos
induzidos por STZ e infundidos com MSCs apresentaram significativa melhora sobre os

mecanismos de hiperalgesia, alodinia e funcdo neural em detrimento da melhora
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glicémica. Lee e colaboradores em 2006 1’® mostraram que células tronco mesenquimais
humanas (hMSCs) migraram e promoveram reparo tecidual do pancreas e glomérulos
renais em camundongos NOD/Scid diabéticos'’® normalizando a glicose sanguinea dos
camundongos diabéticos e aumentando a concentragdo de insulina no soro em relagdo aos
animais n&o-tratados, todavia ndo foi detectada insulina humana na circulagio®’®. Ou
ainda como demostrado por Karnieli e colaboradores em 2007 que utilizaram MSCs de
adultos humanos para a producdo de insulina in vitro 7. Ja Ezquer e colaboradores em
2008 178 mostraram que a administracdo sistémica de MSCs aumentou o ndmero de
ilhotas pancreéticas e preveniu nefropatia em camundongos com DM-1; revertendo a
hiperglicemia e normalizando a glicostria por no minimo dois meses apds uma Unica
infusdo de MSCS (5 x 10° céls)!’8.

Nesse tocante, na grande maioria dos estudos utilizando MSCs no tratamento de
complicagdes diabéticas, o efeito terapéutico das MSCs ndo parece estar associado com
sua transdiferenciacdo nas células residentes que foram danificadas, mas sim parece estar
mais relacionado com sua capacidade anti-proliferativa e anti-inflamatoria, aléem da
capacidade de estimular a sobrevivéncia e proliferacdo de células progenitoras residentes
através da producdo de citocinas e fatores de crescimento sollveis, ou seja, de seu efeito
paracrino'’®. Além disso nota-se que a melhora da hiperglicemia e da complicagio
estudada se da em periodos curtos de diabetes (5 a 20 dias). Essa melhora ndo ocorre em
periodos a longo prazo (1 a 6 meses) em ratos induzidos por STZ 17°. Outrossim, poucos
sdo os estudos que abordam efeitos das MSCs na ND e nas alteracbes musculares

associadas (em decorréncia da propria ND ou em decorréncia do DM).
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Tabela 3: Estudos utilizando MSCs como terapia para o diabetes experimental.

Autores

Lee et al.,
2006 176

Ezquer et
al., 2008 1"

Urban et
al., 2008 18°

Shibata et
al., 2008 2

Naruse et
al., 2011 ®

Bueno e al.,
2015 %0

Modelo Dose eviade Periodo da
diabético Fonte MSCs administracédo doenca Resultados
Reversdo da
4 doses de 2 doses de hlpergllcenjla,
STZ em 8 - regeneracao
2x10° céls. 6 e 11 dias .
camundongos Humana . , de glomérulos
Ventriculo apos STZ .
machos Nod esquerdo renais e
scid a ilhotas
pancreéticas
5 doses de Reversdo de
STZ em 1 dose de . . S
S 5 20 dias hiperglicemia,
camundongos  Singénica 5x10° céls. . L2
. apés STZ glicosuria,
machos Veia caudal. albumindria
C57BL/6 '
1x10°BMC +
1x10° MSCs
foram
suficientes
5 doses de 1 dose de para reverter
STZ em MSC+BMC 1x10° a
camundonaos MSC: BMC+MSCs 15 dias hiperglicemia
& g alogénicaou (2,5x10%5x10*  apds STZ BMC ou
émeas AN 5 cél MSC
C57BL/6 singénica ou 1?<10 cels). _ )
Veia caudal sozinhas ndo
funcionaram.
Inibicdo de
linfocitos T
especificos.
Melhora da
1 dose de 1 dose de hipoalgesia e
STZ em ratos 1x108céls no 8 semanas aumento de
machos Alogénica Soleo e an6s ST7Z VEGF e
Sprague- musculo P bFGF. Efeito
Dawley direito da coxa paracrino das
MSCs.
el
1 dose de 10 pontos pl dg :
STZ em ratos unilaterais do alocinia.
A . 4 semanas Resgaste da
machos Autologénica  quadriceps e ) s
. apos STZ  funcdo neural
Sprague- biceps
g e melhora da
Dawley femurais e dor
s6leo "
neuropatica.
Aumento da
. sensibilidade
Dieta a insulina
hipercaldrica 4 doses de 5- .
A 6 4 24 semanas  reducdo da
em Alogénica 8x10° cels ; . S
. . apés STZ  hiperglicemia
camundongos intraperitoneal
. e apoptose
Swiss .
das ilhotas

pancreaticas.
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Assim sendo, considerando as complica¢Ges que o0 DM provoca nos musculos e
nervos devido a ND, torna-se importante, conhecer as possiveis alteragdes morfoldgicas
das fibras musculares, diante do tratamento com MSCs. Até o presente momento, nao
existem estudos que avaliem as alteracbes e/ou adaptacOes que ocorrem nas fibras
musculares, principalmente moleculares, ap6s a infusdo de MSCs.

O uso de MSCs como terapia regenerativa para impedir ou recuperar a ND
permanece controverso, como demonstrado pelo estudo de Jeong e colaboradores em
20118, que observou a formacdo de tumores quando as MSCs foram injetadas
diretamente no musculo. Entretanto, recentemente, Secco e colaboradores em 2012182
estudaram a combinagdo de MSCs injetadas intraperitonealmente e IGF-1 sistemicamente
em ratos distroficos, observando diminuicdo da inflamagdo e da fibrose muscular, sem
deteccdo de tumores nos animais.

Como a neuropatia diabética afeta tanto nervo quanto o mausculo, torna-se
interessante entender os possiveis efeitos de um tratamento terapéutico envolvendo
MSCs. Isso porque, como visto, as MSCs representam uma ferramenta potencial para o
tratamento de complicacOes diabéticas apesar desse potencial ainda ndo ser totalmente

explorado.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais
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Ratos Wistar machos adultos obtidos através da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP - Sao Paulo, Brasil) foram aclimatados e mantidos em gaiolas de
polipropileno sob temperatura umidade e iluminag&o controladas (12/12 h de ciclo claro-
escuro) e com livre acesso a dgua e comida. Todos o0s procedimentos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica Animal da Universidade Federal de Sdo Carlos (Processo
051/2012) e foram realizados de acordo com o Guia para o Cuidado e Uso de Animais de
Laboratorio (Instituto de Recursos de Animais de Laboratorio, Academia Nacional De
Ciéncias, Washington, DC) e os principios do Colégio Brasileiro de Experimentagédo

Animal (COBEA).

3.2 Inducéo do Diabetes Mellitus

Apés sete dias de aclimatacdo, os animais (225 * 25g), 5 a 11 animais/grupo,
foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos: Controle (C), Diabético (DM) e
Diabético tratado com MSCs (BM-MSC). Os ratos diabéticos receberam streptozotocina
(STZ, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA, 60 mg / kg, intraperitoneal) e os ratos do grupo
Controle receberam veiculo (citrato de sodio, intraperitoneal) de acordo com Morrow em
200483, Apos 1 semana, os ratos com um nivel de glicose no sangue acima de 250 mg /
dL foram considerados diabéticos e foram utilizados nos experimentos*®3,

A massa corporal e a glicemia de jejum foram determinadas semanalmente.
Foram colhidas amostras de sangue da veia da cauda e os niveis de glicemia foram

medidos pelo medidor de glicose Accu-Ckeck (Roche Diagnostic, Indianapolis, EUA).
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3.3 Isolamento, cultura e caracterizacao das MSCs

As células da medula dssea foram isoladas das tibias e fémures de ratos Wistar
machos, com idades entre 6-8 semanas de acordo com Bueno e colaboradores em 2015,
Ap6s lavagem e centrifugagio, as células foram ressuspensas em meio a-minimo (Gibco,
Auckland, Nova Zelandia) suplementado com 15% de soro bovino fetal (Hyclone, Logan,
UT, EUA) e 100 ug/ml de penicilina (Gibco) (Gibco) e 2 mM de L-glutamina (Gibco)
colocado em um frasco de cultura (75 cm?) para isolar o estroma mesenquimal
multipotente (densidade de 5 x 10° células nucleadas/frasco). As células foram incubadas
numa atmosfera umidificada contendo 95% de ar e 5% de CO2 a 37 °C. As células néo
aderentes foram removidas através da troca do meio ap6s 3 dias de cultura. As culturas
primarias confluentes foram lavadas com PBS e ressuspendidas por incubagdo com
tripsina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) a 37 °C durante 5 minutos. Em seguida,
foi adicionado RPMI1640 (Gibco), suplementado com 10% ° de soro bovino fetal
(HyClone, Logan, UT, Canadd) para neutralizar o excesso de tripsina. As células foram
centrifugadas e semeadas num frasco de cultura de 75 cm? (densidade de 5 x 10° células
nucleadas / frasco) contendo 15 mL de meio de cultura. Passagens subsequentes foram
realizadas de forma semelhante até a quinta passagem.

As células foram caracterizadas na 52 passagem. Para isso, uma aliquota de MSCs
tripsinizadas da quinta passagem foi corada com anticorpos monoclonais conjugados com
ficoeritrina (PE) contra anticorpos monoclonais conjugados com CD31, CD45 ou
isotiocianato de fluoresceina (FITC) contra CD29, CD44 e 11b (Becton-Dickinson / BD,
San Jose, CA, EUA) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Tanto CD29 como

CD44 foram considerados como marcadores de MSCs. As células coradas foram lavadas
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e analisadas imediatamente no citometro de fluxo FACSort utilizando o software
CellQuest (BD).

As células aderentes foram ainda caracterizadas de acordo com o seu potencial
diferencial osteogénico e adipogénico in vitro. A diferenciagéo osteogénica foi induzida
por cultura de MSCs confluentes durante 3 semanas em meio o-minimo (Gibco)
suplementado com 7,5 % P de soro bovino fetal (Hyclone, Logan, UT, EUA), 1 uM
dexametasona, 200 uM acido ascorbico (Sigma-Aldrich), 10 mM B-glicerofosfato
(Sigma-Aldrich). Para observar a deposicao de célcio, as culturas foram analisadas pela
coloragdo de von Kossa®. A diferenciagdo adipogénica, por sua vez, foi induzida por
cultura de MSCs confluentes durante duas semanas em meio a-minimo (Gibco)
suplementado com 15% ® de soro bovino fetal (Hyclone, Logan, UT, EUA), 100 mM
dexametasona (Prodome, Campinas, SP), 10 pg / mL Insulina (Sigma-Aldrich) e 100 uM
de indometacina (Sigma-Aldrich). As células foram entdo analisadas por coloracdo Sudao

II-Scarlat 30172184,

3.4 Infusdo de MSCs

Foram utilizadas MSCs de medula 6ssea entre quarta a quinta passagem para
infusBes multiplas. Ap6s 10 semanas da inducdo do DM, os ratos BM-MSC receberam
quatro injecBes intraperitoneais de 1 x 10 MSCs ressuspensas em 500 uL de PBS, com
uma semana de intervalo entre cada uma. Os grupos diabéticos e Controle receberam 500

pL de PBS.

b: As concentragdes de soro bovino fetal variam de acordo das exigéncias de cada linhagem.
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3.5 Testes de Comportamento e Funcional

Todos os ensaios comportamentais e funcionais foram realizados antes da indugao
do diabetes, imediatamente antes do transplante de MSCs e 10 semanas ap0s o transplante
de MSCs. O teste de Von Frey e Andlise de Pegada foram utilizados para caracterizar o

modelo de neuropatia diabética e disfun¢do neuromuscular como descrito anteriormente

185,186

3.5.1 Teste de Von Frey

O comportamento relacionado com a dor induzido por estimulacdo mecénica foi
medido com teste de pata mecanico nociceptivo com o filamento medidor de pressédo
eletronico VVon Frey de (estesiobmetro eletronico Von Frey, IITC Inc., Life Science
Instruments, Woodland Hills, CA, EUA) 8. Os ratos foram colocados individualmente
numa gaiola de madeira (15 x 15 x 15 cm) com um chdo de arame e aclimataram na
camara de ensaio durante pelo menos 15 minutos antes das medi¢6es. Subsequentemente,
um unico filamento de VVon Frey de 0,5 mm de espessura foi aplicado perpendicularmente
a superficie plantar da pata traseira direita com uma pressdo gradualmente crescente
medida em gramas. O levantamento abrupto da pata, lamber ou agitar foi registado como

uma resposta positiva.
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3.5.2 Analise de Pegada

A funcdo motora distal coordenada foi analisada pela analise de pegada 8. Os
animais foram testados em uma passarela confinada (42 x 8 cm) com um abrigo escuro
no final. Apds trés testes de condicionamento durante os quais 0s animais pararam para
explorar o corredor, 0s ratos tiveram suas patas traseiras mergulhadas em tinta preta, e as
pegadas foram deixadas em papeis brancos (previamente colocados no assoalho do
corredor) enquanto caminhavam pela trilhal®’. As pegadas foram entdo escaneadas e o
angulo de desvio do eixo mediano do pé em relacdo ao eixo de movimento (isto é, o
angulo da pata traseira) foi medido em uma pegada claramente visivel de cada animal 18

(Anexo 2).
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Figura 8: Desenho experimental. Ratos sadios machos foram aclimatados por 4 semanas €, em seguida, foram divididos em 3 grupos experimentais: Controle
(C), Diabéticos (DM) e Diabéticos tratadas com MSCs (BM-MSC). Ratos dos grupos DM e BM-MSC foram induzidos por STZ. Todos os animais receberam
agua e dieta ad libitum e seu peso e glicemia foram mensurados semanalmente. Apds 8 semanas da confirmacdo do DM, o grupo BM-MSC recebeu
semanalmente 4 injec6es de MSCs por um periodo de 4 semanas. Apés 11 semanas a partir da tltima infuséo, todos os ratos foram eutanasiados e os masculos
TA coletados. Todos os grupos passaram por testes funcionais (pegada e Von Frey).

S



55

3.7 Histologia do Musculo Tibial Anterior

Os musculos tibiais anteriores (TA) foram coletados de ambas as pernas e em
seguida, foram divididos. O fragmento proximal (dividido em 2 partes) foi imediatamente
congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80 °C (Forma Scientific, Marietta, OH)
para a analise de RNAm e proteinas e o fragmento distal foi utilizado para as medidas
histologicas e morfométricas 8%1%° (Figura 9).

O corte histoldgico da seccdo transversal (10 pm) da regido ventral de cada
musculo foi obtido através de criostato (Microm HE 505, Jena, Germany), e corado com
kit de Tricomo de Masson para avaliar a morfologia geral do musculo, seguindo as
normas do fabricante (HT15; Sigma—Aldrich, St. Louis, MO)'*! e corados com Azul de
Toluidina/1% Borax (TB) para quantificar o nimero de fibras totais, tecido conjuntivo e
nucleos centralizados. Imagens da regido central do ventre foram obtidas usando
microscopio (Axiolab, Carl Zeiss, Jena, Germany) equipado com camera Carl Zeiss
AxioCam HRc para a visualizacdo das areas das fibras musculares (AST). As ASTs de
100 fibras aleatdrias de cada imagem foram mensuradas usando o programa AxioVS40
V4.8.2.0 SP2 (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena, Germany), como previamente
descrito®. A quantificacdo da densidade de tecido conjuntivo foi calculada dividindo o
namero total de pontos coincidentes nas interseccdes de linhas retas no tecido conjuntivo
(endomisio e perimisio) pelo namero total de pontos em uma grade com area total de

10.800 um? contendo 168 intersecdes *°21%, Em adicéo, a porcentagem de fibras contendo

nucleos centralizados foi calculada para cada grupo dividindo o nimero total de fibras
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com nucleos centralizados pelo nimero total de fibras em imagens de ampliacéo de 400

vezes 194,

Proteina

Histologia

Figura 9: Divisdo do TA. O fragmento proximal (dividido em 2 partes) foi imediatamente
congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80 °C (Forma Scientific, Marietta, OH) para
a andlise de RNAm e proteinas e o fragmento distal foi utilizado para as medidas histoldgicas e
morfométricas.

3.8 Expressdo de RNAmM no Musculo Esquelético

O RNA total foi extraido a partir das amostras congeladas de musculos tibiais
anteriores usando Trizol Reagent (Invitrogen, EUA), de acordo com as instrucdes do
fabricante. Um pg de RNA foi tratado utilizando DNAse I (Sigma) e sintetizado em
cDNA utilizando iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-rad), de acordo com as instrucdes do

fabricante.
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A expressao dos genes foi determinada por gPCR. Os primers foram concebidos
utilizando o Primer Express Software 2.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA). Foram
avaliados os genes atrogina-1, MuRF-1, Mst, MyoD, IGF-1, NFkB, TWEAK, Fn-14 e
p38 MAPK e o0s genes endogenos pPLA, GAPDH e B-act. Foi também realizado um
branco sem amostra para molde (apenas agua), primers e SYBR green.

Os niveis de transcricido de RNAm para cada grupo foram analisados
simultaneamente e as reacGes foram realizadas em duplicata utilizando o corante
fluorescente de SYBR green para deteccdo (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts)
e 180 nM de cada primers num volume final de 20 pl. O qPCR foi realizado ¢
monitorizado utilizando o Sistema de Deteccdo de PCR em Tempo Real CFX 96
TouchTM (Versdo 3.0, Bio-Rad, Hercules, Califérnia). Os dados foram analisados
utilizando o método do limiar de ciclo comparativo (Ct). A expressdo do gene alvo foi
normalizada através do GAPDH porque este gene nédo é afetado pela atrofia muscular. A

quantidade relativa foi calculada pelo método 224, As sequéncias de primers utilizados

para 0 gJPCR sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Sequéncias de primers para a expressao genica analisada por qPCR.

Primer Name Forward Reverse
(€1ei7elr) G'ycerg'éjhe;g’gzgr']g?gs"hate 5-CCACCAACT GCTTAG  5-GCC AAA TTC GTT GTC
cce-3° ATA CC -3
PPLA phospholipase A 5°-TGG CAA ATG CTG 5°-TGC CTT CTT TCA CCT
GAC CAA AC-3’ TCC CAA-3’
B-act B-actin 5’-CAG GCA TTG CTG 5°-TGC TGA TCCACA TCT
ACA GGA TG- 3’ GCT GG-3°
Atr-1 Atrogina-1 5"-TAC TAA GGA GCG 5"-GTT GAA TCT TCT GGA
CCA TGG ATACT-3’ ATC CAG GAT-3’
MUuURF-1 Muscle RING-Finger protein-1 5°-TGT CTG GAG GTC GTT  5°-ATG CCG GTC CAT GAT
TCC G-3° CAC TT-3’
Mst Myostatin 5-GTGACG GCTCTTTGG  5-AGT CAG ACT CGG TAG
AAG ATG-3’ GCA TGG-3’
MyoD Myogenic differentiation 1 5’-GGA GAC ATC CTC 5’-AGC ACC TGG TAA ATC
AAG CGA TGC-3 GGA TTG-3’
IGF-1 Insulin-like growth factor 1 5’-GCTTGC TCACCTTTA 5’-AAG TGT ACT TCT TTC
CCA GC-3’ CTTCTC-3’
NFkB Fator nuclear kappa B 5’-CAT TGA GGT GTATTT 5-GGC AAG TGG CCATTG
RelA/p65 RelA/p65 CAC GG-3’ TGT TC-3
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TWEAK Tumor Necrosis Factor-like Weak 5’-GCT ACG ACC GCC 5’-GCC AGC ACACCGTTC

AGA TTG GG-3’ ACC AG-3’
Fn-14 Fibroblast Growth Factor-Inducible 5’-AAG TGC ATG GAC 5’-GGA AAC TAG AAA CCA
14 TGC GCT TCT T-3° GCG CAA-3°
p38 p38 mitogen-activated protein 5’-CGA AAT GAC CGG 5’-CACTTC ATC GTAGGT
MAPK kinase CTA CGT GG-3° CAG GC-3’

3.9 Expressao proteica do Musculo Esquelético

As proteinas foram extraidas em tampdo RIPA e inibidores contendo Tris-HCI (10
mM), pH 7,5; NaCl (150 mM); NP40 (1%); SDS (0,1%); Glicerol (10%), DOC (1%);
Pirofosfato de soédio (10 mM); Ortovanadato de sodio (1 mM); Fluoreto de
fenilmetilsulfonilo (PMSF - 2 mM); NaF (10 mM) e Inibidor de protease (Sigma). Os
extratos musculares foram homogeneizados (3 ciclos de 30 segundos cada) e
subsequentemente, foram sonicados em poténcia maxima durante 15 s a 4 ° C (Sonics
Vibra-CellTm VCX 130 - Biovera) por duas vezes. A solucdo foi centrifugada a 10.000
rpm durante 30 min a 4 ° C. O sobrenadante foi removido e imediatamente transferido
para um congelador a -80 ° C para armazenamento até a analise de Western blotting. Para
determinar o teor de proteina total numa aliquota a partir do sobrenadante utilizou-se a
metodologia de Bradford.

Para a analise por Western blotting, foram adicionados tampao Laemmli a uma
aliquota das amostras, seguido por aquecimento a 95 ° C durante 5 min. Cada aliquota
continha 80 pg de proteina, aplicada em eletroforese em gel de poliacrilamida de dodecil
sulfato de sodio a 12% (p / v) de bisacrilamida (Invitrogen, EUA) (SDS-PAGE) com um
sistema tampdo de corrida Tris / glicina. A transferéncia foi realizada em membrana de
nitrocelulose utilizando uma unidade de eletrotransferéncia semidry (Bio-rad) a 10 V

durante 40 minutos. Foi utilizado um padrdo pré-colorido para determinar o peso
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molecular das proteinas (Kalidoscope Standards Prestained, Bio-Rad, Brasil). As
membranas foram coradas com Red Ponceau para confirmar a qualidade de execucao e
depois lavadas com TBST e incubadas com anticorpos contra atrogina-1 (IgG, 1: 500,
EMC Biosc.); Murf-1 (1gG, policlonal, 1: 500, Gene- Tex, USA) e a-Tubulina (1gG,
monoclonal, 1: 1000, Sigma, EUA) para normalizacéo.

Em seguida, as membranas foram enxaguadas em TBST e incubadas com
anticorpo secundario (IgG, anticorpo completo ligado a peroxidase de coelho ou IgG,
anticorpo completo ligado a peroxidase de rato, 1: 1000). A analise densitométrica das
bandas foi realizada utilizando o software Gene Tools da imagem, versao 3.06 (Syngene,
Cambridge, Reino Unido), utilizando um sistema de quimioluminescéncia (Chemic

DocTM MP Imaging System, Bio-Rad, Hercules)®®2.

3.10 Analise Estatistica

Para a analise estatistica, os valores foram expressos como médias = SEM. O teste
de Shapiro-Wilk e o teste de Levene foram aplicados para avaliar a normalidade e
homogeneidade dos resultados, respectivamente. Utilizou-se One way ANOVA para
analisar a expressdo de RNAm de Atr-1, MuRF-1, IGF-1, Mst, MyoD, NFkB, TWEAK,
Fn-14 e p38 MAPK e expressdes proteicas de Atr-1 e MuRF-1; quantidade de nucleos
centralizados, densidade de tecido conjuntivo, area e numero de fibras musculares e
massa muscular. Utilizou-se Two way ANOVA para analisar glicemia, massa corporal, 0
teste de von Frey e andlise de pegada. O teste de Tukey foi utilizado para analise post hoc.

Em todos os testes, a significancia estatistica foi estabelecida em 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao de MSCs alogénicas derivadas de medula
0ssea

As MSCs foram caracterizadas pelo seu potencial diferencial osteogénico e
adipogénico (Fig. 10A, Fig. 10B e Fig. 10C). As BM-MSCs alogénicas expressaram
marcadores de células mesenquimais tipicos (Fig. 10D) como descrito anteriormente pelo
nosso grupo’. As MSCs coraram positivamente para CD44 (87,92%) e CD29 (89,47%)

e negativamente para CD31 (1,5%), CD45 (1,07%) e CD11b (3,14%).
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Fig. 10: MSCs derivadas de medula 6ssea isoladas de ratos Wistar.
As MSCs foram isoladas da medula 6ssea de ratos Wistar saudaveis e cultivadas em meio de cultura a-MEM com 15% de soro bovino fetal. Quinta passagem

de células aderidas ao plastico cultivadas em o-MEM suplementado com 15% de soro fetal bovino (A); diferenciadas em linhagens adipogénicas (B) ou
osteogénicas (C). Fenotipos imunologicos de MSCs (D).

19
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4.2 Massa corporea e Glicemia

A massa corporal dos animais do grupo DM foi significativamente mais baixa do
que os animais do grupo Controle, comecando na 22 semana até ao final do periodo
experimental. A massa corporal dos grupos BM-MSC e DM néo se diferenciaram ao
longo do periodo experimental (Fig. 11A). Os animais diabéticos tiveram um nivel
significativamente mais elevado de glicemia de jejum em comparagdo com 0s animais do
grupo Controle desde a 1% semana ap6s a inducdo da diabetes. A glicemia de jejum dos
grupos BM-MSC e DM néo foram diferentes ao longo do periodo experimental (Fig.

11B).

4.3 Testes Comportamentais

4.3.1 Teste de Von Frey

Os efeitos do transplante de MSCs no comportamento nociceptivo sdo mostrados
na Fig. 12A. Antes da inducdo de diabetes ndo houve diferenca dos valores de forga
aplicados para causar a retirada da pata entre os grupos. Os valores de forga aumentaram
significativamente em animais do grupo DM antes do transplante de MSCs. Na 102
semana pos-transplante, houve uma diminuicéo significativa na resposta de retirada em

animais BM-MSC.
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Fig. 11: Massa corporal (g) (A) e Glicemia (mg/dL) (B).

A massa corporal foi significativamente menor e a glicemia de jejum foi significativamente maior em animais DM em comparagdo com 0s animais do grupo

Controle. A massa corporal e a glicemia ndo foram diferentes nos animais dos grupos DM e BM-MSC. Os valores foram expressos em média = SEM. C -
Controle, DM — animais diabéticos e BM-MSC - animais transplantados. (* vs. C, p <0,05)

€9
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4.3.2 Andlise por Pegada

Os animais do grupo DM se moveram desajeitadamente e mostraram uma abertura
angular significativamente maior das patas traseiras em comparacdo ao grupo Controle.
Na 10?2 semana apos o transplante de MSCs, houve uma reducéo significativa do angulo
da pata traseira e 40% dos animais BM-MSC mostraram um posicionamento
completamente normal das suas patas traseiras. Os efeitos do transplante de MSCs na

analise por pegada sdo mostrados na Fig. 12B.

4.4 Morfologia do Musculo Tibial Anterior

Os animais do grupo Controle mostraram fibras intactas com forma poligonal,
nacleos periféricos e feixes musculares bem organizados (Fig. 13A e Fig. 13D). A analise
morfolégica do misculo mostrou um padrao de atrofia nas fibras musculares em animais
DM (Fig. 13B e Fig. 13E) e BM-MSC (Fig. 13C e Fig. 13F). A atrofia das fibras
musculares foi confirmada pela AST das fibras e medi¢do da massa muscular (Fig. 13G
e Fig. 13H). De acordo com as analises morfométricas do masculo TA, os grupos DM e
BM-MSC perderam massa muscular e apresentaram menor area fibrilar do que os animais
do grupo Controle. N&o houve diferencas significativas entre os grupos DM e BM-MSC.
O grupo controle apresentou areas de fibras musculares trés vezes maior do que 0s outros
grupos. As fibras do musculo TA dos animais do grupo DM apresentaram quase o dobro
0 numero de nucleos centralizados (14,05 = 1,6%) em comparagdo com animais BM-

MSC (7,53 + 2,6%, Fig. 131).
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Fig. 12: Teste Von Frey (A) e andlise por Pegada (B).

(A) Antes da inducéo de diabetes ndo houve diferenca dos valores de presséo aplicados para causar a retirada da pata entre os grupos. Antes do transplante
os valores de pressao foram significativamente maiores nos animais do grupo DM em relagdo aos animais do grupo Controle. Apés o transplante, os valores
de pressdo diminuiram significativamente em animais do grupo BM-MSC em comparacédo com animais diabéticos. (B) Antes da inducéo, todos os animais
tinham marcha normal. Os animais do grupo DM exibiram angulac&o obtusa das patas traseiras com uma abertura significativamente mais elevada do que os
animais do grupo Controle. Apés o transplante, o grupo BM-MCS apresentou uma redugdo significativa do angulo da pata traseira em comparagdo com 0s
animais do grupo DM. Os valores foram expressos em média + SEM. C - Controle, DM — animais diabéticos e BM-MSC - animais transplantados. (* vs C; **
vs DM, p <0, 05)
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Além disso, o tecido conjuntivo aumentou (34,07 + 1,1%) nos musculos atrofiados
dos animais de DM em comparagdo com os animais Controles, especialmente em torno
das fibras musculares (endomisio) e feixes de fibras (perimisio) (Fig. 13B e Fig. 13J) e
diminuiu significativamente em animais BM-MSC em comparagdo com animais de DM

(18,23 + 0,8%) (Fig. 13C e Fig. 13J).

4.5 Expressao de RNA em Musculo Tibial Anterior

As expressdes de RNAmM de TWEAK, IGF-1 e Mst ndo se diferiram entre os
grupos (Fig. 14A, Fig. 14B e Fig. 14C). A expressao génica de NFkB aumentou em
animais do grupo DM e néo se alterou ap6s transplante de MSCs (Fig. 14D). Por outro
lado, a expresséo génica de MyoD diminuiu em animais de diabéticos; ndo se alterando
apos transplante de MSCs (Fig. 14E). As expressdes de Atr-1 e MuRF-1 foram
significativamente mais elevadas em animais DM em comparagdo com animais do grupo
Controle e diminuiu em animais do grupo BM-MSC (Fig. 14F e Fig. 14G). A expressédo
de Fn-14 aumentou no grupo DM e superexpressou nos animais transplantados (Fig.
14H). A expressdo do RNAm para p38 MAPK ndo mudou nos animais DM, no entanto

aumentou significativamente ap6s o transplante MSCs (Fig. 141).
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Fig. 13: Morfologia da fibra do musculo tibial anterior.

(A e D) Na anélise morfoldgica, os animais do grupo Controle apresentaram fibras musculares
intactas com forma poligonal, ncleos periféricos e feixes musculares bem organizados. A AST
foi significativamente menor em animais dos grupos DM e BM-MSC em comparag¢&o com animais
do grupo Controle. (B e E) Os animais diabéticos, por sua vez, apresentaram uma atrofia
generalizada com fibras musculares com formas arredondadas (E) nucleos centrados (seta) e (B)
aumento de tecido conjuntivo entre as fibras. (C e F) A mesma morfologia foi observada no grupo
BM-MSC. (G) Area das secces transversais das fibras musculares do masculo tibial anterior.
(H) Massa muscular. () Quantificacdo de nucleos centrais. (J) Quantificacdo do Tecido
Conjuntivo. Os valores foram expressos como média £ SEM. Control - animais Controle; DM -
animais diabéticos e BM-MSCs — animais transplantados. Ampliacéo de 400x. (* vs C, ** vs DM,
& e diferem para DM; p <0,05; A, B e C: coloracdo com Tricromo de Masson; D, E e F:
coloragdo com azul de toluidina).
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Fig. 14: Expressdo de RNAm no Musculo Tibial Anterior.
TWEAK (A);IGF-1(B); Mst (C); NFkB (D); MyoD (E); Atr-1 (F); MuRF-1 (G); Fn-14 (H); p38 MAPK (1) para cada grupo de ratos. Os dados foram expressos
em média £ SEM, 5 animais/grupo. Control — Controle; DM — animais diabéticos e BM-MSC - animais transplantados. (* vs C; ** vs DM, # superexpressao,

p <0,05).
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4.6 Expressao Proteica no Musculo Tibial Anterior

A expressao proteica de MuRF-1 e Atr-1 aumentou significativamente em animais
diabéticos. Apos o transplante de MSCs, a expressdo da proteina Atr-1 diminuiu
significativamente, contudo a expressdo da proteina MuRF-1 ndo se alterou (Fig. 15A e

Fig. 15B, respectivamente).

5 DISCUSSAO

Os resultados mostram que as multiplas inje¢cfes de BM-MSCs alogénicas sdo
capazes de melhorar o comportamento nociceptivo e a fungcdo neuromuscular bem como
modular a expressdo de marcadores de atrofia muscular em modelo de roedor diabético.
Até onde se sabe, este é o primeiro relato dos efeitos de BM-MSCs em expressdes de
marcadores associados a perda da massa muscular em DM.

O DM induzido por STZ é o modelo animal diabético mais comum utilizado para
estudar a disfuncdo neuromuscular no Diabetes. Para tanto, estudos anteriores indicaram
que a inibicdo da recuperacdo muscular relacionada a hiperglicemia pode, pelo menos em
parte, explicar a atrofia observada nesses animais'®®. Como por exemplo, estudos
realizados por Medina-Sanchez e colaboradores em 1991° e Aughsteen e colaboradores
em 2006 1% que mostraram que o diabetes induzido por STZ causou importantes
alteracdes metabdlicas e histomorfométricas no musculo esquelético gerando atrofia de
fibras do tipo Il em quadriceps, reto femoral e musculo extensor longo dos dedos (EDL);

com reducdo do diametro das fibras musculares e hiperplasia de fibras musculares. Esses
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relatos também foram comprovados por Hegarty e Rosholt 1%, Fahim e colaboradores %
, Klueber e Feczko 2%, e Ozaki e colaboradores 2°!. De mais a mais, outros estudos
realizados por Rodriguez e colaboradores em 1997 %2 e Ashford e Pain em 1986 2
mostraram uma diminuicdo na sintese protéica e um aumento na degradacao ribossémica
associada a alteragdes nos aminoacidos circulantes e musculares no musculo
gastrocnémio de ratos diabéticos induzidos por STZ 202293, Chaudhary e colaboradores
204 "a partir do estudo nos musculos das patas anteriores e posteriores dos ratos diabéticos
estreptonizados, demonstraram uma diminui¢&o no peso e teor de proteina dos musculos
de contracdo rapida (fibras tipo Il). Eles concluiram que as alteraces atroficas nos
musculos esqueléticos em decorréncia do diabetes variam de acordo com a composicao e
funcdo das fibras; sendo condizentes com Cotter e colaboradores em 1988 ' que
mostraram que musculos de fibras do tipo rapida (tipo I) como EDL e TA sdo mais
susceptiveis a atrofia do que musculos de fibras tipo lenta (tipo I) como séleo.

No presente estudo, ratos diabéticos induzidos por STZ desenvolveram
hiperglicemia, disfuncdo sensério-motora e atrofia muscular (Fig. 11, Fig. 12 e Fig.13).
O estudo morfolégico revelou uma reducédo da area transversal das fibras em TA além de
um numero crescente de nucleos centralizados e aumento da quantidade de tecido
conjuntivo em animais diabéticos; o que caracteriza existéncia de atrofia muscular e sinais
de fibras em processo de degeneracdo, regeneracdo incompleta e fibrose. O aumento
progressivo da fibrose intersticial muscular, como demostrado por estudos anteriores,
impede a migracdo de células miogénicas necessarias para a formacdo muscular 2% e
consequentemente pode impor restricdes mecénicas como dificuldades ao caminhar e
reducdo da amplitude de movimentos articulares.

Além disso, o processo de atrofia do musculo esquelético causado pela deplegéo

de insulina é bastante complicado e envolve varios mecanismos que se sobrepdem,
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incluindo distarbios metabdlicos, alteragdes dos vasos sanguineos, degeneracdo da placa
motora e comprometimento da sintese das proteinas do miécito 7,

Na presenca de hiperglicemia persistente, portanto, a inflamacéo cronica leva a
liberacdo de citocinas que desencadeiam e modulam fatores associados & neuropatia e a
atrofia muscular diabética, principalmente pela ativacdo das vias NFkB e p38 MAPK
1495206 1550 acarreta em um ambiente toxico que leva a morte celular e necrose tecidual®®’
dificultando ou interrompendo a troca de nutrientes e atrasando ou inibindo o processo de
recuperacao tecidual.

Assim, 0 aumento do ndmero de nucleos centralizados e tecido conjuntivo em
animais diabéticos (Fig. 13) podem estar associados as moléculas inflamatdrias e aos
processos de degradacdo proteica através da ativacdo da via NFkB e TWEAKI/Fn-14,
como demonstrado anteriormente por estudos com TWEAK/KO e superrexpressao
transgénica 3412 onde a ativacio da via TWEAK/Fn-14 induziu a expressdo de inimeras
citocinas inflamatorias, aumentando a fibrose muscular e alterando os ciclos de
regeneracio/miogénese 2.

As mudancas na cognacao de estimulos mecanicos e comportamentais sdo usadas
como critérios em diagnosticos para avaliagdo de estagios e gravidade da doenca e sdo
componentes importantes no processo de estabelecimento de complicagdes diabéticas 2.
A ND, nesse tocante, sendo uma complicacdo importante em pacientes diabéticos
64,208209 ng maioria das vezes, leva a anomalias na fungdo sensorio-motora e atrofia
muscular.

A andlise da pegada é uma avaliacdo comportamental que reflete principalmente
0 estado da funcdo motora distal dos membros traseiros?”21921 QO posicionamento da
pata traseira ajuda a controlar o movimento gerado durante a caminhada e o angulo da

pata traseira foi usado como um indice especifico para avaliar o estado do musculo dos
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membros posteriores 27, O aumento angular patas nos animais diabéticos sugeriu
comprometimento do nervo motor nos membros traseiros e mostrou comprometimento
notdvel na coordenacdo motora. A perda de forca e comprometimento funcional
muscular, independentemente da gravidade do diabetes, esta intimamente relacionada a
diminuicdo da amplitude de movimento e fraqueza muscular .

Em adicdo, a perda de sensibilidade, verificada nos animais diabéticos, também
€ um dos principais fatores que contribuem para a diminui¢do do controle do motor e,
portanto, para a perda de equilibrio, afetando a marcha e a postura, causando passos mais
curtos, menor aceleragio e lentiddo 3?12, De acordo com esta observacéo, a perda de
sensibilidade plantar e funcdo motora muscular pode ser explicada pela deficiéncia de
insulina e pelo aumento da taxa de glicemia 3.

Estudos prévios indicaram que a hiperglicemia (além de afetar diretamente a
funcdo motora) causa desmielinizacdo, atrofia axonal e morte neural no géanglio da raiz
dorsal e que essas alteragdes irreversiveis estdo associadas ao disturbio sensorial (déficit
na transmissao da informacéo nervosa pelas fibras sensoriais e perda da sensibilidade ao
estimulo doloroso) 34139214219 - Além disso, a disfungdo sensdrio-motora subsequente
pode levar a atrofia muscular e fraqueza dos musculos distais da perna e dos pés 214220,
resultante da falta de comunicacdo bioquimica entre os componentes nervoso e muscular
221 (como visto no presente estudo). Em 2006, Chonkar e colaboradores mostraram um
atraso sinaptico na placa motora com uma diminui¢do da contratilidade das fibras ao
analisar a fisiologia de fibras musculares esqueléticas em diabetes induzido por STZ 72222
que corroboram com outros achados em literatura 28218222223 Anos antes, em 2002, Xu e
colaboradores 22* relataram que 0 aumento de glicose gera distdrbios hiperosméticos que

comprometem a homeostase celular e promove a ativacdo da via NFKB e transcri¢do de
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citocinas pro-inflamatdrias; contribuindo para as alteragdes de sensibilidade observada na
ND 14,225-229.

No presente estudo, a expressdo de IGF-1 ndo diferiu nos diabéticos como
esperado. No entanto, a expressao de Atr-1, MuRF-1 e NFkB aumentaram nos animais
do grupo DM (Fig. 14), indicando que esses fatores proteoliticos sdo modulados pela via
NFkB na atrofia muscular diabética. Em adi¢éo, a expressao de MyoD diminui apesar das
expressdes de Mst e p38 MAPK ndo se diferirem nos animais diabéticos (Fig. 14).
Curiosamente, a expressdo de TWEAK nd& mudou no grupo DM enquanto que a
expressdo génica de Fn-14 foi significativamente maior nestes animais; indicando que a
atrofia esteja ocorrendo através da via Fn-14 independente.

Estudos anteriores relataram que a via IGF-1/Akt desempenha um papel critico na
ativacio da sintese e degradagdo das proteinas musculares 2 e pode inibir a protedlise
muscular causada pelo sistema UB-proteassoma e, consequentemente, inibir a atrofia
muscular *. A atrofia no muasculo diabético é acompanhada pela reducéo da ativagio da
via de sinalizacdo IGF-1/Akt e pelo aumento da expressao de fatores ATP-dependente do
sistema UB-proteassoma 11*°, Nessa via, como previamente mencionado, Atr-1 e MuRF-
1 aumentam de maneira mais significativa do que outros componentes da via de
degradac&o e contribuem macicamente para a perda da massa muscular 138140.230,

Em adicdo, pesquisas feitas nas ultimas décadas mostraram também varias
funcdes importantes para 0 NFKB na regulacdo da massa muscular esquelética 14127140,
desempenhando um papel fundamental na modulacdo de respostas imunes e
inflamatorias, proliferacdo e sobrevivéncia celular. Em culturas de tecido muscular, o
NFkB influencia o crescimento miogénico e a diferenciacdo, regulando negativamente a
expressdo de MyoD ! e induzindo a atrofia muscular em ratos 1. No entanto, in vivo, a

contribuicdo do NFKkB para o desenvolvimento do musculo esquelético e regeneragéo é
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pouco conhecida. Estudos mais recentes tém demonstrado que a ativacdo de NFkB é
requerida para a ativacdo de MuRF-1 1% e geracéo de atrofia muscular pela degradagéo
de proteinas musculares. Evidéncias também mostraram que a via de sinalizacdo de
NFkB, IGF-1/PI13K/Akt e o sistema UB-proteassoma estdo interrelacionados e que o fator
de transcricdo NFkB é ativado por citocinas inflamatdrias, especialmente o fator de
necrose tumoral a (TNF-a) %1%, A via IGF-1/Akt, por sua vez, proporciona uma protecio
ainda maior contra a atrofia muscular e pode inibir a via NFkB responsavel pela atrofia
214_

Outrossim, estudos realizados por Dogra e colaboradores em 2007 ¢ forneceram
provas iniciais de que o sistema de sinalizagio TWEAK/Fn-14 poderia regular o
programa miogénico pela modulacdo tanto da proliferacdo como diferenciacdo de
mioblastos 23232 No mesmo ano, Girgenrath e colaboradores 23> mostraram que todas as
células progenitoras da linhagem mesenquimal expressam o receptor Fn-14 e que a via
TWEAKI/Fn-14 promove a proliferagdo de mioblastos musculares primarios, como
células satélites e sua progénie mioblastica 2** e inibe a miogénese terminal através da
ativacdo de NFkB.

Estudos mais recentes demonstraram que a expressao de TWEAK no musculo
esquelético ndo se altera *°, mas sim que a expressdo de Fn-14 se regula positivamente
em condices de lesdo, regeneracdo ou inflamacgdo cronica; apoiando seu papel na
remodelacéo tecidual ¢4’ Em adic&o, estudos prévios também demostraram que na
auséncia de TWEAK, o receptor Fn-14 ativa a via de sinalizagdo pré-miogénica ** e,
portanto, a ativacdo de Fn-14 ndo ocorre somente em resposta a presenca de TWEAK 238,
Portanto, a alta expressdo de Fn-14 resulta em auto-associagdes espontaneas, regulando
propriedades celulares e vias de transdugdo como sobrevivéncia celular, migracéo e

invasdo 227,
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Uma vez ativada, a via TWEAK/Fn-14 permite a ativagéo de outra importante via:
MAPK, onde o p38 MAPK ¢ fortemente ativado in vivo pela exposic¢do das células a
estresses ambientais ou citocinas pré-inflamatérias e modula inumeros fatores de
transcricdo e expressdo de amplo espectro de genes 2823 Independentemente do
estimulo, a ativacéo da via MAPK é suficiente para produzir metaloproteinases 23824° que
sdo responsaveis pela formacéo de fibrose no masculo esquelético e pela perda da massa
muscular esquelética in vivo 238241,

Li e colaboradores, em 2009 24, através da utilizagdo de abordagem microarray
investigou o efeito do TWEAK sobre a expressdo de MMP-2 e MMP-9 em ratos knock
out para MMP-9 e em cultura celular de linhagens C2C12 e L6 mioblastica. Além da
verificagdo do aumento drastico de MMP-9, também foi encontrado um aumento na
expressdo de NFKB e ativacdo da via MAPK. Em ratos nocauteados a perda da massa
muscular e corporal, necrose de fibras, processo inflamatério e degradacdo da membrana
basal foram atenuados. O bloqueio de p38 MAPK foi suficiente para reprimir a expressao
de MMP-9 induzida por TWEAK. Em 2012, Chen e colaboradores 2*? sugeriram que o
sistema de TWEAK / Fn-14 aumenta a proliferacdo celular e a sintese de colageno através
da ativacdo da via NFKkB e aumento da atividade de MMP-9 na fibrose do miocardio.

Assim, a persistente ativacédo e superexpressdo de p38 MAPK devido ao processo
inflamatdrio persistente no diabetes também induz estagios iniciais de diferenciacao
miogénica, levando a regulacdo positiva de marcadores miogénicos e acelerando a
formacdo de miotubos 2% %, Isso porque, quando ativado o sistema TWEAK/Fn-14
acarreta em processos continuos de remodelamento gerando faléncia do processo de
reparo e afeta diretamente a regeneracéo, recuperagao, crescimento e desenvolvimento do
tecido muscular 144242-244 - para compensar a perda da massa muscular pela degradacio

proteica ocorre uma deposicdo apropriada de matrix extracelular (ECM) na tentativa de
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reparar o tecido lesionado. Esse excesso de ECM leva a um acimulo de tecido conjuntivo,
gerando a fibrose 14424,

No presente estudo, o tratamento com MSCs aumentou a sensibilidade e melhorou
a marcha, sugerindo modificagfes na evolucdo da lesdo. Alguns estudos anteriores
realizados com ratos diabéticos tipo 2 mostraram que as MSCs promoviam a reducao dos
niveis de glicose no sangue 30178:246-250 & ‘consequentemente, isso poderia contribuir para
uma melhora progressiva e duradoura da sensibilidade térmica e mecénica da neuropatia
diabética, além de normalizar o desempenho motor de ratos diabéticos 2°.

Curiosamente, no presente estudo a melhora sensério-motora muscular ocorreu
apesar da auséncia da melhora da glicemia de jejum (Fig. 12 e Fig. 11B). Esses dados s&o
consistentes com estudos anteriores que demonstraram melhora da fungéo neural sem
normalizacdo da glicemia ap6s o transplante subcutaneo de células mononucleares e
mesenquimais derivadas da medula 6ssea em ratos estreptonizados 2:2°,

O papel das MSCs sobre a melhora da funcdo sensério-motora no musculo
esquelético diabético ainda ndo estd completamente claro 721252, 34 a melhora no perfil
glicémico, aparentemente, deve estar diretamente relacionada ao tipo de diabetes
estudado uma vez que a inducgéo por STZ lesiona as células  pancreaticas e promove Um
diabetes mais severo quando comparado com o diabetes tipo 2 gerado a partir de dieta
hipercaldrica 2472°0253 em modelos experimentais. Além disso a melhora dos niveis
glicémicos sanguineos também parece estar associada ao tempo experimental:
experimentos de curta duracdo apresentaram uma melhora no quadro glicémico dos
animais analisados quando comparados com ratos diabéticos em experimentos de longa
duracéo (Tabela 3).

Essa hipotese também foi levantada por Si e colaboradores em 2012 24" que

observaram um aumento do recrutamento de MSCs nos tecidos danificados com STZ
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(figado e péancreas) e reparo tecidual correspondente, incluindo a reconstrucao
significativa de ilhotas pancreéticas quando as MSCs foram infundidas durante a fase de
lesdo precoce (dia 7), mas ndo durante a fase tardia (dia 21). Assim, o reparo tecidual
notével e as possiveis propriedades citoprotetoras da infusdo de MSCs devem contribuir
para a melhora da hiperglicemia na fase inicial do DM (fase aguda), mas ndo na fase tardia
(fase tardia).

No presente estudo, apesar de ser notado uma reducdo na hiperglicemia apés a
segunda infusdo de MSCs, esta ndo foi significativa quando comparada com o grupo
diabético. Essa auséncia de melhora no quadro glicémico pode ser devido a infusdo de
MSCs na fase tardia do DM.

A auséncia de alteragdo também foi verificada na morfologia muscular: a area das
fibras musculares ndo se alterou, mas o nimero de nucleos centralizados e densidade de
tecido conjuntivo diminuiram ap6s o transplante (Fig.13). Curiosamente o numero de
fibras aumentou proporcionalmente a diminuicdo da quantidade de tecido conjuntivo apds
o transplante, amenizando a perda de fibras musculares decorrentes do processo ciclico
de regeneracdo/degeneracdo (Anexo 3). Em adi¢do, apds o transplante, a expressao de
Fn-14 e p38 MAPK aumentaram e a expressdo de NFkB foi semelhante ao valor
encontrado nos animais diabéticos. Intrigantemente, a expressao génica de Atr-1 e MuRF-
1 reduziram apesar de ndo ser verificado restabelecimento da massa muscular (Fig. 14 e
Fig. 15; Fig.13).

Estudos anteriores demonstraram que a ativacdo da diade TWEAK/Fn-14, NFkB
e MAPKSs levam a perda da massa muscular esquelética pelo aumento da atividade de
Atr-1 e MuRF-1 ¥, No entanto, diferentes e complexos cenarios interagem uns com o0s
outros no presente estudo: perda muscular associada ao diabetes e mecanismos de agédo

das MSCs ainda ndo desvendados. A maioria dos dados relativos a reducdo de massa
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muscular vem de diferentes modelos, como a desnervagdo ou sobrecarga 1*°. No modelo
de diabetes induzidos por STZ utilizado no presente estudo, todavia, ha também a
insuficiéncia de insulina que pode contribuir para a atrofia muscular. Assim sendo, a
interacdo entre as diferentes vias envolvidas na remodelagdo muscular esta longe de ser
desvendada ®.

De mais a mais, é sabido que a adaptacdo nas miofibras estd diretamente
relacionada com componentes musculares como: a matriz extracelular, as células satélites
e 0 tecido conjuntivo. Uma vez lesionado, o tecido muscular passa por um processo de
regeneracdo através da destruicdo do tecido necrosado, reparo e remodelacdo de sua
estrutura. Na ocorréncia de alteracGes no processo de reparo desses danos pode haver
perda de massa muscular e deficiéncia locomotora como ocorrente no diabetes. Nesse
tocante, a extensdo e o0 sucesso da regeneragédo variam de acordo com a natureza do dano
e envolve processos de revascularizagdo, infiltracdo celular, fagocitose de tecido
muscular necrosado, proliferacdo de células satélites musculares intrinsecas e posterior
fusdio para o interior das miofibras multinucleadas e re-inervagdo 242
independentemente da situagdo. Essa plasticidade muscular permite que o musculo se
regenere e, consequentemente, a fungdo primordial do tecido muscular, de produzir
movimento, pode ser completa ou parcialmente restabelecida; evitando ou amenizando o
estabelecimento de deficiéncias ou incapacidades aos individuos 2%6-2%8,

Assim, uma teoria proposta € de que a influéncia das MSCs no local da leséo esteja
associada a varios fatores que sdo produzidos pelo tecido danificado (sobretudo fatores
produzidos pela ECM presente no musculo danificado)?%21, Nesse sentido, as MSCs
secretariam componentes (Secretoma) que possuem fungdes reguladoras e agem de forma
autdcrina e/ou paracrina 2%! e interagem diretamente causando sinalizacao intracelular ou

indiretamente ativando a producéo e liberacdo de moléculas por outros tipos de células-
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alvo %2, Esses fatores, incluindo fatores neurotroficos e angiogénicos *41*°, bem como
fatores de crescimento e citocinas podem inibir a apoptose e a degeneracéo e reduzir a
fibrose, enquanto estimula a angiogénese e a mitose de células-tronco especificas do
tecido intrinseco, promovendo processos de reparacdo e regeneracdo do mdasculo
esquelético 136137,

No presente estudo, as MSCs poderiam influenciar positivamente o musculo
lesionado através do seu efeito trofico 2%, reduzindo a fibrose (restruturagdo muscular) e
aumentando o numero de fibras em detrimento da hipertrofia muscular (ganho proteico
para fibras pré-existentes); explicando a melhora motora e sensorial visivel nos ratos
diabéticos tratados (BM-MSC). Um estudo que corrobora com a presente hipétese foi
realizado por Natsu e colaboradores em 2004 262 descreveu que MSCs transplantadas em
musculo TA dilacerados de ratos Sprague-Dawley promoveram a maturacao das fibras
no TA e recuperacdo motora muscular (for¢ca muscular) através de mecanismos indiretos
(efeito paracrino); sugerindo um efeito das MSCs sobre as células satélites intrinsecas
musculares.

A diminuicdo do tecido conjuntivo e o aumento do nimero de fibras celulares em
animais do grupo BM-MSC podem estar associados aos efeitos anti-inflamatorios das
MSCs que afetam outras vias além do NFkB e TWEAK/Fn-14. J4 a reducédo dos niveis
génicos de Atr-1 e MuRF-1 permite inferir que as MSCs poderiam também estar atuando
em outras vias ou mobilizar outros fatores que interferem na via UB-proteassoma ou em
vias correlacionadas com regeneracdo muscular, como Wnt e Akt ou a via de sinalizacdo
da insulina.

Nesse tocante, estudos realizados por Si e colaboradores em 2012 27
demonstraram uma melhora a sensibilidade a insulina em diabéticos tipo 2 bem como um

aumento da expressdo de GLUT-4, IRS-1 e Akt em musculo esquelético, figado, pancreas
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e tecido adiposo quando ratos diabéticos tipo 2 foram infundidos com MSCs via
intravenosa. Bueno e colaboradores em 2015 * também comprovaram melhora a
sensibilidade a insulina em ratos diabéticos induzidos por dieta hiperlipidica e tratados
com MSCs intraperitonealmente. A acdo das MSCs na sensibilidade a insulina, nesses
estudos, provavelmente estd associada ao seu papel imunomodulador 30:247.250.263
Nenhum achado do tipo foi analisado em modelos com DM tipo 1.

Infelizmente, uma das limitacGes deste estudo é a falta de informacGes sobre a
expressdo proteica de IGF-1, NFKkB, Mst, TWEAK, Fn-14, MyoD e p38 MAPK no
musculo TA e da verificacdo desses e demais fatores tanto a nivel génico como proteico
em outros musculos, como séleo, gastrocnémio, EDL e femoral. Conforme observado por
Bodine e Baehr em 2014 1 embora se conhega muito sobre o periodo de tempo de
expressao de MuRF-1 e Atr-1 em diferentes condi¢des da atrofia muscular, pouco se sabe
sobre a cinética de tradugdo proteica. Além disso, o0 autor aponta a auséncia de
especificidade dos anticorpos disponiveis utilizados para ensaios de quantificacdo
proteica.

O DM, por se tratar de um grupo de doencas metabolicas crénicas, altera ndo
somente o0s niveis de glicose sanguinea como também é gerador de inumeras
complicagdes intimamente relacionadas com processos inflamatérios; sobretudo quando
ndo tratado. Assim, uma vez que todo o organismo possui focos inflamatorios ativos em
maior ou menor grau, os efeitos da MSCs podem variar em cada tecido de modo que
migrariam para locais com maior prioridade. Diante desse panorama, talvez, o tecido
muscular ndo seja um dos principais tecidos de resposta no estudo em questdo; mas sim
gue as MSCs poderiam agir primeiramente no tecido neuronal e isso geraria, por exemplo,
a melhora sensério-motora em animais transplantados em detrimento da melhora da

atrofia propriamente dita.
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Em adicdo, a infusdo intraperitoneal corrobora com a difusdo das MSCs por todo
organismo. Isso porque 0 meio de administracdo das MSCs também pode influenciar o
caminho que essas células percorrem até atingir o 6rgdo-alvo; podendo ser estas:
intravenosa, intraperitoneal ou in loco. As vias intraperitoneal e intravenosa, certamente,
s80 as menos invasivas, porém a administracdo in loco proporciona melhores indices de
fixacdo em certos modelos, como modelos de lesdo cutdnea e infarto do miocardio.
Todavia, em literatura existem relatos do insucesso do efeito das MSCs quando
administradas localmente por produzir efeitos indesejaveis, como aumento de riscos e
efeitos colaterais, hemorragia, lesdes teciduais e tumores 2642 J4 a via intravenosa tem
sido utilizada como primeira op¢ao na administracdo de células-tronco em grande parte
de estudos pré-clinicos e clinicos. No entanto, ndo se sabe ao certo qual o percentual de
células que alcanca a area da lesdo neste tipo de abordagem sistémica 2542%7, Fischer e
colaboradores em 2009 27 demonstraram que terapia sistémica de células-tronco injetada
de modo intravenoso ndo produz o namero suficiente de células para atingir o 6rgéo de
interesse, pois a maioria das células injetadas migram em direcdo a 6rgdos que atuam
como filtros, como pulmdes, figado e bago 2642%7 devido ao seu tamanho (cerca de 20 um)
em um periodo de 48h 257,

A administracdo intraperitoneal possui problemas parecidos. Mesmo assim, tanto
a administracdo intravenosa quando a intraperitoneal de MSCs sao eficazes devido a sua
capacidade de migrar para os tecidos lesionados em resposta aos gradientes quimiotaticos
268 No presente estudo optou-se pela infusdo de MSCs via intraperitoneal pela facilidade
de administragio no modelo experimental analisado 2°.

N&o somente 0 momento da injecdo de células e o sitio da injecdo devem ser
ressaltados em resultados experimentais e clinicos, como também o nimero de células

injetadas. Chen e colaboradores em 2004 2 demonstraram que um grande nimero de
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MSCs injetadas imediatamente ap6s o infarto agudo do miocardio resulta em melhores
indices de fixa¢do quando comparadas com a injecdo no 14° dia, sugerindo que essas
células agem especificamente em resposta a isquemia 27921,

Mesmo assim, embora se espere que 0 maior numero de células infundidas resulte
em melhores taxas de fixacéo e, por conseguinte, melhores implicacGes, existe um limite
apos o qual a quantidade de MSCs administradas ndo acarreta em qualquer beneficio.
Nesse tocante, Omori e colaboradores em 2008 272 tentaram aperfeicoar a administracéo
das MSCs em termos de nimero e tempo de infusdo utilizando um modelo de isquemia
cerebral em ratos. Nesse estudo os pesquisadores verificaram que doses de 1x10° células
mostraram significativa melhora dos resultados em relacdo ao aumento desse numero
para 3x10° células que ndo demonstrou qualquer melhoria. Portanto, concluiram que o
maior nimero de células e infusdo precoce, se administrado logo ap6s o insulto
isquémico, resultam em maiores indices de fixacdo, porém ndo detectaram qualquer
beneficio em termos de resultados finais 2%,

Assim, apesar de todas as possiveis vantagens das MSCs, algumas duvidas e
desafios permanecem no caminho para seu futuro uso na terapia celular. Uma vez que as
alteracOes fisiopatoldgicas durante a fase tardia do modelo de rato induzido por STZ séo
mais parecidas com o DM em seres humanos em comparagdo com aquelas durante a fase
inicial, esperava-se que os efeitos observados da infusdo de MSCs na fase tardia
proporcionassem uma visao mais Util sobre a situacdo clinica. Nesse tocante, mais estudos
devem ser realizados para compreendermos o real papel das MSCs frente a ND e a atrofia
muscular; sobretudo de cunho molecular e, posteriormente, clinico.

Esse trabalho reforga a necessidade e a importancia de novas investigagdes sobre
0 tema ao passo que aponta uma alternativa de grande potencial para o tratamento das

complicagdes que afetam os musculos e nervos periféricos dos diabéticos.
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CONCLUSAO

Os resultados demonstram a melhora da sensibilidade e da funcdo motora e a
modulacdo de Atr-1, MuRF-1, Fn-14 e p38 MAPK no musculo esquelético através do
transplante de MSCs em ratos diabéticos. O transplante de MSCs influenciou
positivamente a recuperacdo dos danos musculares induzidos pelo diabetes, indicando ser
uma fonte promissora para o desenvolvimento de terapias celulares para a atrofia do
musculo esquelético no diabetes. Os fatores liberados pelas MSCs ou modulados por elas
podem promover a resposta aos danos, coordenando as agdes que sdo essenciais para a

remodelacdo do musculo esquelético.
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Fig.S1: MSCs: Morfologia e Caracteristicas Imunoistoquimicas, Imunofenotipagem,
Diferenciacdo e Proliferacdo. Na microscopia, as MSCs se apresentam como uma célula
fibroblast6ide alongada, fusiforme e pontiaguda, com ntcleo oval, grande e central e citoplasma
abundante As MSCs sdo oriundas de diversos tecidos como musculo, tecido adiposo, cordao
umbilical, polpa dentaria e medula 6ssea. Seu diferencial esta relacionado a sua capacidade de
se autorrenovar (i.e., conseguem produzir mais de si mesmas) e de se diferenciar em outros tipos
celulares, como células 6sseas, musculares, de gordura, cartilagem, neuronais, dentre outras
Para tanto, o determinante dessa diferenciacdo sdo os estimulos ambientais aos quais sdo
expostas/ou inseridas. i.e., aos fatores que estdo sendo liberados por outros tipos celulares no
meio que estdo inseridas. Sao células faceis de serem isoladas uma vez que possuem, em sua
membrana, marcadores (antigenos) caracteristicos desse tipo celular que permitem o seu
isolamento. Além disso, sdo células de facil cultivo por sua capacidade de se aderir facilmente a
superficies onde sdo cultivadas. Fonte: Amorin et al., 2012.
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Figura S2: llustracdo da Andlise de Pegada. A medida foi realizada com base no angulo de
desvio do eixo mediano do pé em relagdo ao eixo de movimento (isto €, o angulo da pata traseira)
medido em uma pegada claramente visivel de cada animal de cada grupo. . Control - animais
Controle; DM - animais diabéticos e BM-MSC — animais transplantados.
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ANEXO 3
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Fig. S3: Numero de fibras. O grupo Controle apresentou um nimero médio de 7,75 + 1,1 fibras;
os diabéticos apresentaram 29,18 + 2,5 fibras e o grupo BM-MSC apresentou 43,25 + 3,8 fibras.
Os valores foram expressos como média £ SEM. Amplificacdo analisada de 400x. Control -
animais Controle; DM - animais diabéticos e BM-MSC — animais transplantados. Ampliacéo de
400x. (* vs C, # vs DM; p <0,05).



