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Resumo

A terapia celular para o diabetes mellitus tipo 1 tem por objetivo a recomposicao
bioldgica da funcdo enddcrina pancreatica deficiente nestes pacientes. Este trabalho objetiva
comparar a capacidade de expansdo e diferenciagdo in vitro de células-tronco mesenquimais

murinas em células produtoras de insulina isoladas de diferentes 6rgaos.

Introducéo

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma sindrome auto-imune 6rgdo-especifica
caracterizada pela destruicdo seletiva de células B produtoras de insulina nas ilhotas
pancreaticas. Dentre as estratégias de tratamento, atingindo a insulino-independéncia para o
diabetes tipo 1, podemos citar o transplante de pancreas, transplante de ilhotas pancreaticas e,
mais recentemente, terapia celular utilizando células-tronco (1).

Uma das abordagens na utilizacdo de células-tronco como fonte de células para o
tratamento do diabetes é sua diferenciacdo em células produtoras de insulina (CPIs), sob
condicdes especificas, e posterior transplante em animais diabéticos. A principal dificuldade
nessa area ¢ diferenciar as células-tronco de maneira consistente, originando células capazes
de produzir insulina em quantidades equivalentes as produzidas pelas células B e células que
respondam ao estimulo de glicose, atraves da liberacdo de insulina.

Assim, este projeto de pesquisa tem como objetivo comparar a capacidade de
expansdo e diferenciacdo in vitro de celulas-tronco mesenquimais murinas (MMSCs) em

células produtoras de insulina (CPI) isoladas de diferentes érgaos.
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Metodologia

Estudo | — Isolamento, expansdo e caracterizacdo de células-tronco mesenquimais
murinas isoladas de diferentes 6rgdos. Camundongos C57BL/6N-eGFP+ com 8 semanas de
idade foram sacrificados por deslocamento cervical (2,3) (n=3). MSCs foram isoladas de rim,
pancreas, ducto pancreatico, figado e medula 6ssea, conforme metodologia estabelecida por
Meirelles e Nardi (4). Caracterizacdo — além de determinar, através de citometria de fluxo,
marcadores de superficie e outras proteinas presentes em células indiferenciadas, as células
foram expostas a meios indutores de diferenciagdo adipogénica e osteogéncia. Analise
estatistica —~ANOVA (p<0,05).

Estudo Il- Diferenciagdo das MSCs murinas em CPIs. Serdo testados in vitro:
diferentes concentracdes de glicose, nicotinamida, activina A, fator de crescimento de
hepatocito (HGF). Real-time RT-PCR, ELISA e imunocitoquimica — andlise do grau de
diferenciacdo in vitro em CPIs das diferentes culturas de MSCs. Adicionalmente, analise com
anticorpos anti-insulina, anti-glucagon e anti-peptideo C. Anélise estatistica —ANOVA
(p<0,05).

Estudo 11l — Transplante de CPIs e avaliacdo da funcionalidade das CPIs in vivo. Seréo
utilizados camundongos da linhagem C57BL/6N com 8 semanas de idade. A inducdo de
diabetes sera realizada através de 5 x 40mg/kg de STZ (glicemia > 250mg/dL). Grupo
experimental : transplante das CPIs (5x106) via subcapsular renal apés 7 dias da
indugdo do diabetes mellitus (n=6); Grupo controle 1: animais diabéticos tratados com
transplante subcapsular renal de ilhotas pancreaticas (n=6); Grupo controle 2: animais
diabéticos ndo tratados (ndo transplantados) (n=6). A reversdo do diabetes sera considerada
quando os animais mantiverem sua glicemia < 200mg/dL por mais de 60 dias. Andlise
estatistica- teste ANOVA, teste t de Student para amostras emparelhadas, Kaplan-Meier; Log-
Rank e Breslow (p<0,05).

Resultados preliminares

Estudo | Isolamento, expansdo e caracterizacdo de células-tronco mesenquimais
murinas isoladas de figado, medula éssea, bago, rim, pancreas e ducto pancreatico.

Independente da fonte celular estudada, células-tronco foram isoladas e mostraram-se
aderentes a placa com caracteristicas morfol6gicas fibroblastdides. Quanto a cinética de

expansdo de cultura, as células da medula dssea e o ducto pancreatico apresentaram potencial
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de crescimento menos elevado. A analise fenotipica (citometria de fluxo)revelou que as
MSCs forma positivas para CD29, CD44 e CD105, mas negativas para CD34, CD45 e
CD11b. Além disso, as células-tronco isoladas dos diferentes 6rgaos quando expostas ao meio
indutor, diferenciaram-se em adipdcitos e osteoblastos. Assim, através da analise fenotipica,
aderéncia ao plastico e diferenciacdo osteogenia e adipogénica pode-se caracterizar as células

isoladas como células- tronco mesenquimais.

Estudo I1- Diferenciacdo das MSCs murinas em CPIs.

Culturas de MSCs de rim, na quarta passagem, foram expostas a meio de cultura
DMEM-F12 suplementado com 10mM de nicotinamida, 2nM de activina-A, 100pM de HGF
e 1% de estreptomocina/penicilina. Ap6s 4 dias, as células induzidas foram coradas com

ditizona indicando a presenca de insulina.

B

Figura 1 — Cultivo de células tronco mesenquimais, isoladas de rim de camundongo transgénico para
eGFP. (A) MSCs submetidas a diferenciacdo em célula produtora de insulina coradas com ditizona e (B)
controle: células em meio de cultivo sem indutores.
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