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RESUMO

Introducao: A busca de uma fonte renovavel e de facil obtengdo de células com
capacidade de producgao e secrecao de insulina de modo regulado, para reposicéao
das células B perdidas no Diabetes Melito tipo 1 (DM1), é um tema de enorme
interesse e uma alternativa promissora para o tratamento desta doenca. Para tanto,
as células-tronco mesenquimais (CTM) do tecido adiposo humano surgem como
uma fonte capaz de diferenciar-se em alguns tipos de tecidos e apresentam uma
vantagem em relagdo as células-tronco embrionarias ou adultas da medula 6ssea,
devido a sua facilidade de obtengdo como produto residual de lipoaspiracéo.
Objetivo: Cultivar, expandir e diferenciar CTM do tecido adiposo humano em células
endécrinas pancreaticas. Métodos: As CTM foram obtidas do tecido adiposo
humano por digestdo com solucao de colagenase, caracterizadas por citoquimica e
citometria de fluxo, e expandidas in vitro. A diferenciacdo das CTM foi realizada em
meio contendo baixa concentracédo de glicose (5,5 mM), nicotinamida, exendina-4 e
B-mercaptoetanol durante um periodo de até 4 meses. A expressao dos horménios
insulina e glucagon foi avaliada por imunofluorescéncia indireta. Resultados: As
células isoladas e mantidas em cultivo aderente foram positivas para os marcadores
CD105, CD166, CD29, CD90, CD73 e CD44, negativas para CD31, CD45, CD34 e
CD14, e diferenciaram-se em adipécitos e ostedcitos, demostrando se tratar de
CTM. Por imunofluorescéncia indireta detectou-se a expressao de insulina nas CTM
diferenciadas, porém ndo se observou a expressao de glucagon. Conclusao: O
processo de diferenciacdo empregado foi capaz de induzir a expressao de insulina
pelas CTM, sugerindo uma potencial aplicacao destas células em protocolos de
terapia celular. Entretanto, é necessaria a utilizacdo de novas técnicas para
confirmacao da expressao deste horménio.

Descritores: Diabetes Mellitus Tipo 1, Insulina, Células-Tronco Mesenquimais,
Tecido adiposo humano.



ABSTRACT

Introduction: The search for a renewable source of cells with insulin-producing
capacity to replace B cells destroyed by the autoimmune process in Type 1 Diabetes
Mellitus, is a very interesting subject and a promising therapeutic alternative for this
disease. Mesenchymal stem cells (MSC) from human adipose tissue have a great
potential for use in cell therapy due to its ease of isolation, expansion and
differentiation, besides relative acceptance of the ethical point of view. They also
have an advantage in relation to the embryonic or to the adult bone marrow MSC,
because they are easier to get as it is the waste product of liposuction. Objetive:
Isolate and promote in vitro expansion and differentiation of MSC from human
adipose tissue into a pancreatic endocrine phenotype. Methods: MSC were obtained
from human adipose tissue through collagenase digestion, characterized by
cytochemistry and FACS, and in vitro expanded. MSC differentiation into a pancreatic
endocrine phenotype was induced with low glucose (5,5 mM) media containing
nicotinamide, exendin-4 and 2-mercaptoethanol, during a period of 4 months culture.
Insulin and glucagon expression was analyzed by immunofluorescence. Results:
Human adipose tissue MSC were isolated and maintained in adherent cultures in
vitro. As demonstrated by FACS, they were CD105, CD166, CD29, CD90, CD73 and
CD44 positive, CD31, CD45, CD34 and CD14 negative. These cells were also able
to diffentiate into adipocyte and osteocyte lineages, confirming their MSC origin.
Insulin expression by differentiated cells were demonstrated by immunofluorescence,
although glucagon was not expressed. Conclusion: The differentiation protocol
employed in this work induced the expression of insulin by MSC, suggesting its
potential application in cell therapy protocols. However, analysis by other techniques
are necessary to confirm the expression of this hormone.

Key words: Diabetes Mellitus Type 1, Insulin, Mesenchymal Stem Cells, Adipose
tissue.
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1. INTRODUCAO



Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude, no mundo ha cerca de
180 milhdes de pessoas portadoras de Diabetes Melito (DM). No Brasil, segundo
estimativas de 1996, o DM atingia aproximadamente 5,5 milhdes de pessoas. A
enfermidade apresenta incidéncia crescente e € responsavel por 15% dos
investimentos nacionais em saude. Segundo a Federacgao Internacional de Diabetes
(IDF), o DM tipo 1 cresce cerca de 3% ao ano em criangas na fase pré-escolar. J4 o
DM tipo 2, tem uma prevaléncia 10 vezes maior e estd em constante crescimento a
taxas alarmantes em criangas e adolescentes, como conseqléncia da epidemia

mundial de sedentarismo, da obesidade e de maus habitos de consumo alimentar.

Embora o DM tipo1 corresponda a apenas entre 5% a 10% de todos os casos
da sindrome de DM, esta é uma doenga muito complexa, com risco de vida, que
estd associada a varias outras doencas crbnicas nao transmissiveis como
hipertensao arterial, doenca coronariana e cerebrovascular, dislipidemias, retinopatia
diabética, neuropatias periféricas e autonémica, lesbées renais, levando até a
insuficiéncia renal cronica terminal. A sobrevida tem aumentado significativamente, o
que favorece o surgimento das complicagdes crénicas, com custos econémicos e

sociais elevados.

No caso do DM tipo 1, a destruicdo das células B das ilhotas pancreaticas
desencadeia uma reducédo absoluta da massa destas células. O DM tipo 1 ocorre
quando o sistema imunolégico do individuo ataca e destr6i as células B do pancreas
que produzem insulina, o hormdnio necessario para regular os niveis de glicose no
sangue. Em geral, quando pacientes sdo diagnosticados com a doenca, entre 60% e

80% de suas células B ja foram destruidas.

Ainda que os resultados obtidos nos ultimos anos tenham estabelecido com
certeza que o controle metabdlico adequado no DM tipo 1 (com injegcdes mdltiplas de
insulina) permite retardar e até mesmo interromper o desenvolvimento das
complicagdes crénicas do diabetes, a maioria dos pacientes ndo atinge o grau de
controle necesséario para evitar estas complicacées crbénicas. Além disso, o
tratamento impde elevadas demandas ao paciente, tem riscos importantes como a
hipoglicemia grave, e reduz a qualidade de vida. As limitagbes do tratamento atual
tém estimulado a busca de terapéuticas que permitam restaurar ou evitar a perda da

massa de células B. Para conseguir este objetivo, pode-se utilizar diferentes



estratégias, como estimular a renovacao das células B in situ ou repor a massa de
tecido enddcrino. Atualmente, o transplante de pancreas € o Unico tratamento que
consegue restaurar a normoglicemia a longo prazo, mas pode ser oferecido s a um
namero limitado de pacientes, e apresenta uma morbidade significativa. Como
alternativa, o transplante celular, seja de ilhotas ou de células produtoras de insulina
(CPIl) oferece numerosas vantagens potenciais que fazem esta terapia

particularmente atrativa.

Na atualidade, contemplam-se distintas possibilidades de obtencdo de CPI,
entre as quais estao ilhotas humanas de doador cadaver, expansao in vitro das
ilhotas, CPI geradas por bioengenharia e as células-tronco (CT), que podem ser
embrionarias ou adultas, pancreaticas ou extra-pancreaticas. De todas elas, o
transplante de ilhotas é a Unica que tem aplicacao clinica atualmente. O transplante
celular oferece vantagens comprovadas como o baixo risco do procedimento por ser
minimamente invasivo e uma intervencdo quase ambulatorial, o que permite a
realizacdo de multiplos transplantes. O transplante celular pretende evitar a
necessidade do tratamento imunossupressor, investigando estratégias baseadas no
uso de métodos para separar fisicamente as ilhotas do sistema imunolégico
(encapsulamento) ou na modificacdo das caracteristicas imunogénicas do enxerto.
Ao minimizar o risco associado ao tratamento imunossupressor, seria clinica e
eticamente aceitavel realizar o transplante nas fases iniciais da doengca para
restaurar a normoglicemia desde o diagnéstico da DM tipo1 e muito antes do

aparecimento das complicagdes cronicas.

Atualmente, existe uma enorme demanda que ¢é impossivel satisfazer.
Considerando que parte da doagao dos pancreas estara destinada ao transplante do
o6rgao inteiro, o baixo rendimento do processo de isolamento diminui a
disponibilidade enormemente. Somado a isso, a desproporcdo € ainda mais grave
se considerarmos que, nas condicdes atuais, sS40 necessarios varios pancreas para
conseguir a quantidade suficiente para transplantar a um Unico paciente. Por esta
razao, se faz imprescindivel dispor de fontes alternativas de CPI.

Este enfrenta um duplo desafio, a geragdo de uma massa suficiente de
células produzindo quantidades adequadas de insulina e liberando-a em resposta

aos sinais fisiologicos, e protegendo-as da recorréncia da auto-imunidade. Além de



tudo, para ser clinicamente util, a terapia celular tem que representar uma vantagem
significativa e ser mais eficaz que o tratamento de administracdo de insulina

exbgena.

A diferenciacao celular para obter CPI a partir de CT como substituto bioldgico
para restaurar a massa de células B perdida no DM tipo 1 implica aprofundar o
conhecimento dos seus mecanismos moleculares e, inclusive, na interacao entre as
distintas populacées que compdem as ilhotas pancreaticas. A viabilidade desta
estratégia depende principalmente de trés requisitos: a disponibilidade de células
pluripotenciais com capacidade de auto-replicacdo e de gerar células diferenciadas;
a caracterizacao dos sinais proliferativos que permitam expandir estes progenitores;
e a identificacdo dos sinais que induzam a diferenciacdo destas células
pluripotenciais em células funcionais que secretem insulina de maneira regulada em

resposta as variagdes da glicemia.



2. LITERATURA



2.1. DIABETES MELITO

O DM é uma sindrome crbnica que compreende um grupo heterogéneo de
desordens caracterizadas por hiperglicemia e intolerancia a glicose; com disturbios
no metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas, conseqiiente a uma
producdo e/ou acdo deficiente da insulina pelo organismo. A hiperglicemia
manifesta-se por sintomas como polidria, polidipsia, perda de peso, polifagia e visao
turva, ou por complicagdes agudas que podem levar a risco de vida: a cetoacidose
diabética e a sindrome hiperosmolar hiperglicémica n&o cetotica(1).

O DM é um grave problema de saude tanto pela prevaléncia quanto pelas
graves complicacdes cronicas que desenvolvem nos pacientes. A previsao para 0s
préximos anos sao pessimistas, ja que segundo a Organizacdo Mundial de Saude,
no ano de 2000 o numero estimado de pacientes diabéticos no mundo era de 171
milhées de habitantes, com projecdes de aumentar a 366 milhées no ano 2030. No
Brasil foram diagnosticados, no ano de 2000, cinco milhdes de pacientes diabéticos,
mas este numero podera triplicar até o ano de 2030. Aproximadamente 5% das
causas de mortes a cada ano a nivel mundial sdo atribuidas ao DM(2). A
classificacdo do DM pode ser dividida em quatro grupos segundo o “The Expert
Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus”: a) DM do tipo 1;
b) DM do tipo 2; c) Outros tipos especificos de Diabetes, incluindo Diabetes
secundario ou associado a outras patologias e d) DM gestacional(3).

2.1.1. Diabetes Melito Tipo 1

O Diabetes Melito tipo 1 (DM1), também conhecido como Diabetes insulino-
dependente ou Diabetes juvenil, € uma doenca cronica que acomete entre 5 -10%
dos diabéticos e caracteriza-se pela falta de producdo de insulina como
consequéncia da destruicdo das células B das ilhotas pancreaticas, resultando em
hiperglicemia persistente. Tem uma prevaléncia estimada de 0,2% na populagao
mundial e tem manifestagdo inicial geralmente entre os 10 e 15 anos de idade.



Apesar de a etiologia ser pouco documentada, varios estudos mostram que
uma predisposicao genética em conjunto com fatores ambientais desencadeiam, na
maioria destes pacientes, um processo auto-imune contra as células (3, resultando

na sua destruicao(4, 5).

Varias tentativas estdo sendo feitas para promover o diagndstico precoce e
orientar sobre formas de tratamento adequado, o que ajuda na redugcdo de
complicagdes crbnicas da doenca. A importancia do diagnéstico precoce €

fundamental para reduzir as complicacdes crbénicas e para salvar vidas.

2.1.2. Tratamento do DM1

O tratamento convencional do DM1 baseia-se na reposi¢cdo de insulina,
geralmente realizada por meio de injecoes subcutdneas. Os protocolos mais
modernos vém introduzindo esquemas intensivos de reposicdo seja através de
multiplas aplicagGes didrias ou através de bombas de infusdo continua de insulina
via subcutanea, com o objetivo de melhorar o controle glicémico dos pacientes.
Mesmo assim, como este tipo de terapia ndo consegue reproduzir fielmente o
padrao fisiolégico de secrecao de insulina do pancreas, os pacientes ficam expostos
a descompensacoes metabdlicas agudas como a hipoglicemia, com risco vital, e
também ate complicacbes cronicas graves como a nefropatia, retinopatia e
neuropatia, entre outras(6, 7). Portanto, terapéuticas alternativas a insulinoterapia
gue se mostrem mais eficientes para a regulacao normal da glicemia sdo de extrema

importancia.

Dentre as alternativas terapéuticas a insulinoterapia disponiveis atualmente,
somente o transplante de pancreas (6rgao total) e o de ilhotas pancreaticas
possibilitam a reconstituicido do padréo fisiolégico de secrecao de insulina e do
controle glicémico(8).

Transplantes de pancreas alogénicos vém sendo realizados freqlientemente,
na maioria das vezes associado ao transplante renal. O maior inconveniente desta

técnica, além da necessidade de utilizacdo de imunossupressores, é o fato de



z

envolver um procedimento cirdrgico extenso. E uma cirurgia de grande porte, nao

isenta de complicacdes potencialmente sérias(8).

2.1.3. Terapia celular no DM1

Como uma alternativa para o tratamento de casos selecionados de DM1, o
transplante de ilhotas isoladas de doadores cadavéricos vem se firmando, gragas
aos resultados do estudo de Shapiro et al (2000)(9). Este estudo, que ficou
conhecido como “Protocolo de Edmonton”, entre outras alteracdes aos protocolos
anteriores, visava uma melhoria na qualidade e quantidade das ilhotas a serem
implantadas, assim como um regime imunossupressor sem a presenca de

corticoides, reconhecidamente diabetogénicos(10).

A principal vantagem do transplante de ilhotas consiste no fato de envolver
um procedimento cirirgico pouco invasivo e bastante seguro, que praticamente nao
apresenta riscos, pois somente o tecido enddécrino (que corresponde a
aproximadamente 1-2% do péancreas) € infundido na veia porta, via cateter, e as
ilhotas sao alojadas no figado(11).

Entretanto, pelo fato de necessitar de terapia imunossupressora para evitar a
rejeicdo do enxerto, as indicagdes atuais do transplante de ilhotas (e também do
transplante de pancreas) limitam-se a pacientes com DM1 que apresentam controle
metabdlico extremamente dificil, com episodios frequentes de hipoglicemias
assintomaticas graves, ou que necessitem de um transplante renal conjunto para
tratamento de insuficiéncia renal crénica decorrente do diabetes. Devido aos riscos
associados a imunossupressao, € importante que a selecao dos candidatos e o
seguimento poés-transplante sejam realizados de maneira rigorosa, garantindo que
sejam submetidos ao procedimento somente aqueles pacientes com maiores

probabilidades de se beneficiarem com o transplante(12).

Apesar de alguns grupos relatarem casos de insulino-independéncia apés
isolamento e transplante de ilhotas obtidas a partir de um Unico doador, na maioria
dos casos ainda sédo necessarios de 2 a 3 isolamentos/transplantes por paciente.



Além disto, mesmo que as técnicas de isolamento das ilhotas sejam aperfeicoadas e
se torne possivel atingir niveis glicémicos adequados apés um unico transplante,
dificilmente haveria um equilibrio entre 0 niumero de 6rgaos disponiveis e o de
pacientes candidatos ao transplante. O numero de doadores de péancreas para
transplante de ilhotas permaneceria aquém do necessario para o tratamento de
milhdes de individuos portadores de diabetes insulino-dependente(10).

Por isto, & de grande interesse a identificacdo de novas fontes renovaveis de
células para a geracdo de enxertos tanto morfolégica como funcionalmente
semelhantes as ilhotas, além de uma melhora na habilidade de induzir a proliferacao
das células in vitro e a sua permanéncia in vivo. Vérias tentativas estdo sendo feitas
neste sentido. Dentre estas pode-se mencionar a expansao de células B ex vivo,
pois existem evidéncias do dinamismo da massa de células B para compensar
aumentos de demanda de insulina frente a certas condigdes fisioldgicas e
patolégicas(13). Esta expansao ex vivo consiste em que as células 3 de cultivos de
ilhotas pancreaticas podem proliferar até atingir uma massa adequada para o
transplante.

Outra alternativa consiste na diferenciacdo celular a partir de diferentes
progenitores, como células embrionarias (CE) e CT progenitoras pancreaticas e nao-
pancreaticas. Na diferenciacao de CT adultas, o seu potencial € mais limitado que o
das CE, o que representa uma vantagem em termos de seguranca em relagdo a um
menor risco de proliferacdo descontrolada. Particularmente, para a terapia de
substituicdo das células B se requer que estas exibam algumas propriedades
funcionais, como a expressdo do gene da insulina, sua modificagdo e
processamento pés-transcricional, a producao e liberagao da insulina em resposta a
glicose dentro dos limites fisioldgicos, e uma fonte disponivel ou com capacidade
replicativa in vitro(14).

O conhecimento dos fatores e dos mecanismos de sinalizagdo implicados no
processo de diferenciacao pancreatica pode ser Util para o desenho de protocolos de
geracao de CPI a partir de fontes celulares renovaveis como as CT.
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2.2. ORGANOGENESE DO PANCREAS ENDOCRINO

2.2.1. Organogénese do pancreas

As trés linhagens celulares (exocrina, enddcrina e dutal) que formam o
pancreas adulto procedem de um grupo comum de células precursoras de origem
endodérmica. A formacdo do pancreas comeca numa fase precoce durante o
desenvolvimento embrionario. Em camundongos, o pancreas inicialmente surge no
dia embrionario 9.5 (€9.5) como dois brotos desde os sitios ventral e dorsal do tubo
anterior e médio do intestino primitivo a partir do endoderme, e que vai dar lugar ao
duodeno. Neste estagio, as células a aparecem como as primeiras células
diferenciadas enquanto as células B aparecem em seguida. Indo ao dia 10.5 comeca
o crescimento e ramificagdo do epitélio dos dois primérdios pancreaticos. Conforme
o intestino vai rodando, o broto ventral gira junto e comeca a se fundir ao broto

dorsal, dando origem a um 6rgéao bipolar (Fig. 1)(15).

As células enddcrinas continuam se formando como estruturas tipo ductos até
o el4, quando comeca a formacdo de acinos e a diferenciacdo das células
exoécrinas. Ao mesmo tempo, ha uma elevacdo dramatica no nivel de insulina e no
namero de células B a partir de precursores (neogénese), e pela primeira vez se
observam células bastante diferenciadas com granulos de insulina detectaveis.
Estas mudancgas na célula B sdo denominadas de “transigdo secundaria”(15).



11

Desenvolvimento

) . Brotos Epitélio Epitélio _ Pancreéatico
Tubo digestivo = " - vos Indiferenciado Diferenciado .Completo
e Clusters linotas de Langerhans
Pelx- 1 Plx-f edu' o Celulares e
Pii1a Pti1a e Sl q_li/ [ l‘?
(4| DP . 26\
pPj VP /) WA VP L2 ||\ LLe o
ab % Bt =) e\ = e |
|‘.'|. f -\I r}u{; ‘_l — y A = ..'
F He -.:‘.: '..'I_ - .--..l I\ .1‘.; I I' o
h__’l'-- L ] e
e Precursor de gt " -":"-, _ts’\
:mi'ﬂ;ﬁ“:}‘l  Células - ':"j:".." [ Péncreas
I je/f || §jenddcrinas Ngn.Jd rotation| | \ I i® I R
Hixt Le1 Betaz VP ./
Haux Hes1 Paxd L
| Y
Migt? :‘:: 5? . o/
Nikx 6.1
ed e9.5 el2.5 els eld

Primeira transicdo  Segunda transicdo Terceira transicao

Fig. 1 - Diagrama do desenvolvimento embrionario do pancreas de camundongo.
Adaptado de Habener et al (2005)(15).

No 16° dia, as células end6crinas comecam a formar grupos, mas as ilhotas
ndo estdo plenamente formadas até pouco antes do nascimento (e18-e19). A
maturacdo final da ilhota acontece durante as primeiras semanas depois do
nascimento. O pancreas exécrino comeca a diferenciar-se a partir do dia e14.5 e no
dia e15.5 os acinos sao claramente distinguiveis dos ductos. Sabe se muito pouco
sobre a diferenciacdo das células ductais, com excecdo de que a maioria dos
ductais distinguem dos progenitores das linhagens

precursores se

enddécrina/exdcrina antes do €12.5(15).

Em humanos, os primérdios pancreaticos sdo evidentes na quarta semana da
gestacdo e a sua fusdo se produz no final da sexta semana. Na décima semana

observa-se células endécrinas positivas para os quatro hormonios insulares(15).

Existem poucos estudos moleculares sobre a organogénese pancreatica em
humanos, e os modelos vigentes baseiam-se principalmente em informacao obtida

em ratos e camundongos.
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2.2.2. Controle transcricional do desenvolvimento pancreatico

A expansao e diferenciacdo dos precursores endodérmicos para as diferentes
linhagens pancreaticas sdo o resultado de uma sequéncia altamente regulada de
sinais extracelulares e mudangcas nos programas de expressdo génica. Estas
mudancas sao dirigidas por cascatas de fatores de transcricdo cujas ativagdes-
inativagbes permitem a progressao da diferenciacao. A identificagcao destes fatores é
indispensavel para compreender os processos que culminam na formacao das
ilhotas. Muitos dos fatores enumerados atuam em mais de uma etapa do
desenvolvimento e com diferentes funcbes de cada vez. Por exemplo, fatores
reguladores do gene da insulina como PDX-1 ou NeuroD1/BETA2 s&o chave para o

desenvolvimento endécrino e pancreatico(16).

A informacado obtida mediante técnicas de biologia molecular e em modelos
genéticos em roedores tem permitido elaborar uma sequéncia de fatores de
transcricdo. Porém, trata-se de um modelo ainda incompleto e possivelmente muito
mais simples do que acontece na realidade. Como era de esperar, a presenca e
auséncia destes fatores determinam muitos fendmenos que conduzem a progressao
do desenvolvimento. Os primeiros fatores expressos na endoderme pré-pancreatico
antes da formagao dos primérdios sdao PDX-1 e Hb9. Na auséncia de Hb9 néo se
forma o primérdio dorsal, apenas o ventral. Na auséncia de PDX-1 se inicia a
formacao de ambos os primérdios, mas seu crescimento e morfogénese ficam
interrompidos nas primeiras etapas do desenvolvimento, tanto em roedores quanto
em humanos. A importadncia de PDX-1 no desenvolvimento pancreatico tem sido
confirmada em estudos recentes onde se demonstra que todas as células
pancreaticas derivam de células positivas para PDX-1. A expressao de PDX-1 e Hb9
cai apds o e10.5 mas volta a reaparecer nas células B ja diferenciadas(17).

A especificacdo da linhagem enddcrina em precursores pré-pancreaticos é
determinada pela expressao de fatores de transcricao pro-enddécrinos. Neurogenina3
(Ngn3) é o fator pré-endécrino chave no pancreas. Camundongos mutantes para o
gene Ngn3 ndo possuem células enddcrinas no pancreas e morrem pouco apds o

nascimento. Ngn3 atua como interruptor da cascata transcricional. A sua expressao
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€ transitéria e depois de alcancar um ponto maximo aproximadamente no €15.5, cai
a niveis indetectaveis no pancreas do neonato. Os fatores ativados direta ou
indiretamente por Ngn3 devem continuar e finalizar o processo de diferenciagao
enddcrina iniciado por Ngn3(18, 19). Um destes fatores diretos € NeuroD1/BETA2, o
qual compartilha com o seu ativador a capacidade de promover o destino endocrino.
Outros fatores de relevancia regulados diretamente por Ngn3 sdo Pax4, Nkx2.2 e IA-
1(20). O modelo vigente estabelece que a agao conjunta dos distintos fatores de
transcricdo que funcionam antes ou em paralelo com Ngn3, sdo 0s responsaveis na
determinacao da linhagem enddcrina especifica (a, B, & e PP). Assim, Pax4 e Arx
sa0 necessarios para a especificagcdo das linhagens B e a, respectivamente. A
auséncia simultanea destes dois fatores resulta na perda total destas células e no
aumento das células 6. Também os fatores Nkx2.2 e Nkx6.1 tem um papel relevante
na determinacdo da linhagem B. Animais mutantes para Nkx2.2 ndao tem células
positivas para insulina, mas tem células enddcrinas com outros marcadores de
célula B e expressam o hormbnio grelina. A auséncia de Nkx6.1 impede a
neogénese das células B durante a transicao secundaria(21).

2.3. CELULAS-TRONCO

2.3.1. Células-tronco

As CT possuem capacidade Unica de auto-renovacdo e originar tipos
celulares especializados. Elas sdao encontradas em varios tecidos do corpo e
funcionam como reservas. Toda vez que um érgao ou tecido sofre uma lesao, os
sinais gerados induzem parte destes progenitores latentes para se desenvolver em
uma célula especializada, cumprindo papel na manutencao, reparo e reconstituicao
de tecidos. De um modo geral podemos classifica-las em dois tipos: as células-

tronco embrionérias (CTE) e as células-tronco adultas (CTA)(22).

As CT podem ser classificadas em totipotentes, pluripotentes, multipotentes

ou unipotentes. As totipotentes podem originar um novo organismo completo, como
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por exemplo o zigoto. As pluripotentes podem originar células da ectoderme,
endoderme e mesoderme como por exemplo as CTE. As multipotentes podem gerar
células de um unico folheto germinativo como as CTM. As unipotentes ou
progenitoras podem originar um dnico tipo celular que mantém a capacidade de
auto-replicacdo como as CTA residentes em érgaos(23).

O zigoto fertilizado constitui a primeira célula-tronco totipotente, ou seja, uma
célula com capacidade de formar qualquer célula existente no ser completamente
formado e desenvolvido. Essa célula-tronco inicial se divide em duas, que se
dividem em quatro, que se dividem em oito e assim sucessivamente até formar um
conjunto de células que constitui o blastocisto. As células dos blastocistos sdo as
células-tronco embrionarias pluripotentes Uma célula-tronco pluripotente, tem a
capacidade de desenvolver-se em qualquer tipo celular necessario ao
desenvolvimento do feto(22).

As CT adultas sdo encontradas em diversos tecidos, como a medula 6ssea,
sangue, figado, cordao umbilical, placenta, e outros. Estudos recentes mostram que
estas células tém limitagdo na sua capacidade de diferenciagdo, quando
comparadas com as embrionarias. Estas se enquadram na classificacdao das CT
multipotentes, que sdo capazes de se diferenciar em apenas alguns tipos de tecidos.

As CT sao candidatas ideais na medicina regenerativa porque sao as unicas
populagbes celulares precursoras, néo-especializadas, com habilidade de se
expandir por longos periodos mantendo-se indiferenciadas, mas podendo
diferenciar-se em células especializadas de um tecido particular em resposta a
sinais apropriados(24).

Estudos tém demonstrado a possibilidade de gerar CPl a partir de
precursores de varias fontes incluindo pancreas(25-27), figado(28-30), epitélio
intestinal(31), como também de CTE murinas e de origem humana(32-35).

Recentemente tem sido observado que as CTM sdo capazes de suprimir a
resposta do sistema imune pela inibicdo da maturacdo das células dendriticas e
inibir a acao dos linfécitos T, linfécitos B e células NK (natural killer)(36).
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No ano de 2007 um grande avanco nas pesquisas envolvendo CT foi
alcancado pela geracao das células-tronco pluripotentes induzidas, as denominadas
iPSCs. Pesquisadores conseguiram reprogramar uma célula adulta humana
(fibroblastos da pele) por meio da insercdo e expressdo de quatro fatores de
transcricdo: Oct4, Sox2, Kif4 e c-Myc, utilizando vetores retrovirais. As células
tornaram-se entado pluripotentes podendo ser cultivadas in vitro, sendo muito
semelhantes as CTE quanto a morfologia, expressdo de marcadores de superficie,
perfil de expressdo génica e potencial de diferenciagdo in vitro e in vivo para
diversos tipos celulares. Em experimentos envolvendo transplante de iPSCs, estas
células foram capazes de originar células provenientes dos trés folhetos

germinativos, evidenciando a sua pluripotencialidade(23).

Apesar dos avancgos destas descobertas, ainda persistem limitagdes como a
dificuldade de obtencao, rejeicdo do enxerto, diferenciacdo de apenas uma
porcentagem pequena da populacao em cultura, e secrecao insuficiente de insulina

frente ao estimulo da glicose.

2.3.2. Células-Tronco Mesenquimais

As principais fontes de CT adultas sdo a medula 6ssea, o sangue periférico, o
sangue do cordao umbilical e 6rgaos e tecidos de individuos adultos. Na medula
0ssea, residem ao menos dois tipos de CT. Dentre elas, a chamada célula-tronco
hematopoiética (CTH), responsavel pela geracao de todos os tipos celulares de
tecidos hematopoiéticos(37). No estroma, existe um conjunto de células nao-
hematopoiéticas referidas como células progenitoras mesenquimais ou célula-tronco
mesenquimal (CTM), que podem ser expandidas ex vivo e induzidas a diferenciar se
tanto in vivo quanto in vitro em pelo menos sete tipos celulares: ostedcitos,
condrdcitos, adipécitos, tendcitos, miotubos, astrécitos e células estromais de
suporte(38-41). CTM com caracteristicas biolégicas similares aquelas derivadas da
medula 6ssea tém sido isoladas de varios outros érgaos e tecidos como sangue
periférico(42), sangue de corddo umbilical(43) e membranas sinoviais(44), o que
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sugere a existéncia de uma extensa rede de CTM no organismo, que é abastecida

guando necessario.

Os cultivos de CTM da medula 6ssea contém uma populacdo homogénea de
células similares a fibroblastos, que formam colénias, duplicam-se em um periodo de
33 horas e exibem um grande potencial de expansao que varia com as condi¢des de
cultivo(38). O fendtipo antigénico das CTM nao € Uunico, compartiihando
caracteristicas de células mesenquimais, endoteliais, epiteliais e musculares (38, 45,
46). Elas sao negativas para marcadores de linhagens hematopoiéticas e endoteliais
como CD34, CD45, CD14, CD31, CD133, e sao positivas para CD13, CD29, CD44,
CD73, CD90, CD105 e CD166(47, 48).

As CTM tém grande potencial para ser empregado em terapias celulares,
visto sua facilidade de obtencdo, expansdao e diferenciacdo, além de relativa
aceitagcdo do ponto de vista ético(24, 49-52).

Quando as CTM sao cultivadas in vitro em condi¢des definidas, elas podem
se diferenciar em células com capacidade de produzir insulina; este fato sugere que
a medula 6ssea contém CT capazes de serem programadas em CPI. Alguns dos
protocolos de diferenciacdo de CTM conseguem sintese de novo em resposta ao
estimulo de glicose e até o restabelecimento da glicemia por implantagdo destas
células em animais diabéticos, mas os niveis de insulina secretados pelas células
diferenciadas estao abaixo dos niveis fisiolégicos, quando comparados com a
secrecao de ilhotas isoladas(53-56).

O conhecimento dos fatores de transcricdo, que sao chaves nas principais
vias do desenvolvimento das células B, € fundamental para gerar estratégias de
diferenciacdo. Muitas pesquisas tém estabelecido hormonios e fatores responsaveis
pelo desenvolvimento embrionario do pancreas, que ajudardo a esclarecer as

maneiras de controlar a proliferacédo e diferenciacao.
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2.3.3. Células-Tronco Mesenquimais do tecido adiposo humano

O tecido adiposo pode representar uma fonte alternativa de CTM para terapia
celular. Originalmente identificada como fonte de células osteoprogenitoras, CTM
diferenciam-se em adipécito, condrécito, osteoblasto e mioblasto in vitro, tornando
essas células candidatas promissoras para o reparo de defeitos mesodérmicos e
suas doencas. Dificuldades para obter CTM de outros tecidos como, por exemplo, a
medula éssea, conduziu novas pesquisas em busca de diferentes fontes de CTM.

O tecido adiposo, assim como a medula 6ssea, é derivado do mesénquima e
possui um estroma que pode ser facilmente isolado. Baseado nisto, o tecido adiposo
pode representar uma fonte de células-tronco com efeitos abrangentes em diversos
aspectos(57).

Nos ultimos anos a medula éssea ainda permanece como a principal fonte de
CT. Contudo, comparado com a medula éssea, o tecido adiposo pode ser obtido em
maior volume, com menos riscos, menos doloroso, e facilmente obtido como
residuos de lipoaspiracao. Ainda mais, na medula 6ssea as CTM sao escassas, e
essa quantidade diminui com a idade. O numero de CTM na medula éssea em
relacdo ao total de células nucleadas é de 1:10% 1:10° e 1:10° em recém-natos,
adolescentes e individuos adultos, respectivamente. Em aspirados de medula 6ssea
humana a frequéncia é de 1-20:10°. Além disso, o nimero de CTM obtidas por
grama de tecido adiposo é superior a obtida com a mesma quantidade de medula
Ossea (5.000 vs 100-1.000). Por este motivo, o tecido adiposo tem potencial para ser

a fonte de escolha de CTM para uso clinico no futuro(58).



3. OBJETIVOS
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3.1. OBJETIVO GERAL

Isolar as células-tronco mesenquimais (CTM) do tecido adiposo humano e

induzir sua diferenciacdo enddcrina pancreatica.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |solar e cultivar CTM do tecido adiposo humano;

e Expandir as CTM do tecido adiposo humano;

e Caracterizar as CTM pela imunofenotipagem por citometria de fluxo e

pela sua capacidade de diferenciacdo em ostedcito e adipdcito;

e Induzir a diferenciagdao endécrina das CTM;

e Analisar a expressdao de marcadores de diferenciacdo enddcrina

através da imunofluorescéncia indireta.
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4. MATERIAL E METODOS
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4.1. TECIDO ADIPOSO

O tecido adiposo para extragdo das células-tronco foi obtido de pacientes
submetidos a dermolipectomia abdominal. A utilizacdo do material para o estudo foi
aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCPR, conforme o parecer
1437/08. Antes da cirurgia os pacientes (doadores do tecido adiposo) receberam um
termo de consentimento informado, autorizando o uso do seu material biolégico na

pesquisa.

Através da cirurgia bariatrica associado a dermolipectomia abdominal, eram
retirados cerca de 500 g do tecido adiposo em cada procedimento, o qual era
coletado e armazenados em recipiente estéril pelo cirurgido, e imediatamente
encaminhado para o laboratério. Pacientes doadores do tecido ndo foram separados
por grupo de idade ou sexo.

4.2. ISOLAMENTO E CULTIVO DAS CTM DO TECIDO ADIPOSO

Os isolamentos foram realizados com tecido proveniente de 5 pacientes. O
tecido foi lavado com PBS até a completa retirada do sangue em volta do tecido.
Com o auxilio de pinga e bisturi, a parte interna do tecido foi retirada e separada em
uma placa contendo PBS (Fig. 2 A). A digestao enzimatica foi realizada utilizando-se
colagenase do tipo | na concentracao de 1mg/mL (Fig. 2 B), com agitacdo constante
por 30 minutos a 37 °C. As células foram lavadas e ressuspendidas inicialmente com
tampao hemolitico e, logo apds, lavadas com PBS (Fig. 2 C) e ressuspendidas em
meio de cultura DMEM/F-12 com 10% SFB e 100 ug/mL de estreptomicina e 100
Ul/mL de penicilina. As células foram cultivadas na densidade de 1x10° células/cm?,
em placas para cultivo aderente (Fig. 2 D), em estufa a 37 °C contendo 5% CO, O
meio de cultivo foi trocado dois dias apds o plaqueamento inicial e, posteriormente,
duas vezes por semana. Ao atingir aproximadamente 80% de confluéncia, os

cultivos eram repicados para novas garrafas, numa proporcdo de 1/3. Nos
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experimentos de diferenciagdo, foram utilizadas células de cultivos até a 52

passagem.

Fig. 2 - Isolamento de CTM do tecido adiposo humano

(A) Preparo do tecido; (B) Digestdo enzimatica
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(C) Lavagem com PBS; (D) Plagueamento das células

4.3. ENSAIOS DE DIFERENCIACAO EM LINHAGENS MESENQUIMAIS

Para confirmar o potencial de diferenciacdo em linhagens mesenquimais
(adipécito e ostedcito), as células (4 subcultivo) de 3 cultivos diferentes foram
cultivadas em microplacas de 24 pocos, os quais foram previamente recobertos com
laminulas de vidro redondas (Sarstedt). As células foram plagueadas nos pocos
contendo as laminulas, numa concentracdo de 1 x 10* células/mL, e permaneceram
até atingirem a confluéncia adequada para o inicio do tratamento de diferenciacao.
Foram utilizados meios especiais de diferenciacao, segundo o protocolo descrito por
Pittenger et al (1999) (46), seguido de analise citoquimica para confirmacao da

diferenciacao.

Para a diferenciacdo osteogénica, as células foram semeadas em meio
DMEM contendo 10% SFB, 0,1 uM dexametasona, 10 mM B-glicerolfosfato e 0,2
mM &cido ascérbico 2-fosfato, durante 21 dias. As amostras controle receberam
apenas meio DMEM 10% SFB. No final do tratamento, as laminulas contendo as
células diferenciadas e os controles foram fixadas com Bouin, coradas com Alizarin
Red S e Light Green Yellowish para tingir a deposicao de calcio, e montadas com

Entellan.

Para a diferenciacdo adipogénica, as células foram semeadas em meio
DMEM contendo 10% SFB, 1 uyM dexametasona, 10 pug/mL insulina e 100 yM
indometacina, durante 21 dias, trocando o meio de 2 a 3 vezes por semana. Os
controles receberam apenas DMEM 10% SFB. As laminulas diferenciadas e o
controle foram fixadas com Bouin e coradas com Qil Red O, que tinge em vermelho
os vacuolos lipidicos. As laminas foram montadas em glicerol e seladas com

esmalte.
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4.4. IMUNOFENOTIPAGEM POR CITOMETRIA DE FLUXO

Ao final do 4° subcultivo, aliquotas das CT isoladas foram utilizadas para
caracterizagao por citometria de fluxo. As células foram retiradas da placa com
solucdo de tripsina/EDTA 0,25% a 37°C por 3 minutos, lavadas com PBS 1% de
SFB e contadas em camara de Neubauer. Em microtubos de centrifuga, foram
distribuidas 3 x 10° células/tubo e procedeu-se a centrifugacéo a 400 xg por 5 min a
4°C. O sedimento celular foi ressuspenso em 50 uL de PBS contendo 1% SFB.

A imunofenotipagem foi realizada com a utilizagdo de anticorpos monoclonais
gue reconhecem antigenos de superficie da membrana da célula. Para correta
identificacdo dos antigenos, os anticorpos monoclonais foram conjugados a
diferentes fluorocromos: PE (phycoeritrin), FITC (fluorescein isothiocyanate), PerCP
(Peridinin Chlorophyll Protein Complex) ou APC (allophycocyanin), incubados com

as células e analisados em citdmetro de fluxo.

Em cada tubo foi adicionado um dos seguintes anticorpos monoclonais anti-
humano, numa diluicdo final 1:10 de acordo com as instru¢des do fabricante (todos
da BD-Pharmingen): anti-CD166 PE, CD105 FITC, CD90 PE, CD73 FITC, CD14
APC, CD31 FITC, CD34 PE, CD44 FITC, CD45 PerCP e CD29 APC. Como
controles nestes experimentos foram utilizados anticorpos monoclonais isotipicos
conjugados aos marcadores FITC, PE, PerCP e APC. A Tabela 1 apresenta a

expressao de alguns destes marcadores pelas CTM.

Apés 30 min de incubacdo a 4°C foram adicionados em cada tubo 500 uL de
PBS 1% SFB, e as células foram centrifugadas por 5 min. a 400 xg. O sobrenadante
foi removido e as células ressuspensas e fixadas em 500 uL de PBS com 2% de
formaldeido (Merck), e transferidas para tubos proprios para citometria de fluxo.

A analise das células foi realizada em citdmetro de fluxo FACSCalibur (BD). O
equipamento foi ajustado para as condicées de analise de tamanho e complexidade



25

celular, e o ajuste de fluorescéncia foi realizado com auxilio dos controles isotipicos

FITC, PerCP, APC e PE. Os dados foram analisados com auxilo do software

CellQuest Pro (BD).

Tabela 1 - Marcadores utilizados para a caracterizacao imunofenotipica dos

cultivos e sua expressao em diversos tipos celulares

] B Expressao
Antigeno Expressao Celular
em CTM

CD14 (LPS-R) Monécitos e Macréfagos -
Fibroblastos, Células epiteliais, Plaquetas,

CD29 (ITGB1) o o +++
Timocitos, Eosindfilos
Monécitos, Plaquetas, Neutréfilos, Linfécitos

CD31 (PECAM1) . ] ) o -
T naive, Células NK e Células endoteliais

CD34 Progenitores Hematopoiéticos -
Macréfagos, Linfécitos, Granuldcitos,

CD44 . o o +
Fibroblastos, Células endoteliais e Epiteliais

CD45 Células Hematopoiéticas -

CD73 Linfocitos B e T, Células Epiteliais +++

CD90 (Thy-1) Progenitores Hematopoiéticos e Neurdnios +++

. Células Endoteliais, Células de Medula e

CD105 (Endoglina) ] _ +++
Macréfagos Ativados
Mondcitos ativados, Linfécitos T Ativados,

CD166 (ALCAM) +

Neurdnios, Células epiteliais e Fibroblastos

4.5. DIFERENCIAGAO ENDOCRINA DAS CTM

As CTMs do tecido adiposo humano expandidas in vitro, foram utilizadas ao

final do quarto subcultivo (Etapa 0), para o protocolo de diferenciacdo para células

produtoras de insulina, conforme descrito em Tang e colaboradores (49). As células
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foram cultivadas em meio H-DMEM contendo 25 mM glicose e 10% SFB, durante
aproximadamente 2-4 meses, até a aparicdo de clusters celulares (Etapa 1). A
sequir, as células foram pré-incubadas no meio L-DMEM contendo 5,5 mM glicose,
5% SFB e 10 mM nicotinamida (Sigma) e 1 mM de B-mercaptoetanol, durante 7 dias
(Etapa 2). Nos 7 dias seguintes, os clusters foram reinduzidos com as condigdes
anteriores, apenas adicionando-se 10 nM exendina-4 (Etapa 3). A Figura 3 ilustra as
etapas do processo de diferenciacéo.

ETAPA 0

L-DMEM 10% SFB
4° Subcultivo

ETAPA 1 ]

H-DMEM 10% SFB w

| Formacéo de cluster celular |

2- 4 meses

ETAPA 2

I

10 mM nicotinamida
1mM de B-mercaptoetanol

L-DMEM 5% SFB

7 dias

FTAPA 3 @

10 nM exendina-4
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7 dias

Fig. 3 — Etapas do processo de diferencao de CTM para células endécrinas
pancreaticas.
4.6. IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

As células da etapa final da diferenciacdo foram analisadas por
imunofluorescéncia indireta para verificar a expressdo de fatores de transcricdo e
hormonios tipicos de ilhotas pancreaticas. Os clusters foram desagregados com
tripsina 0,25% por 5 min e as células foram ressuspensas a uma concentracao de 3
x 10* células/mL para serem aderidas em laminas, por técnica de cytospin em
centrifuga Cytopro 7620 (Wescor) a 1000 rpm por 5 min (59). A seguir, foram fixadas
em 4% PFA por 10 min e permeabilizadas em PBS/Triton- X100 0,5% durante 30

min a TA.

As laminas foram entdo incubadas por 1 h a TA em solucao de TBS/BSA 5%,
para bloqueio dos sitios inespecificos. Os anticorpos primarios diluidos em solugao
de bloqueio de acordo com as instru¢cées do fabricante foram adicionados as
laminas e incubados por 1 h a 37°C. As laminas foram lavadas trés vezes com TBS,
sob suave agitacdo, por 5 minutos a TA e incubadas por 1 h a 37°C com anticorpo
secundario conjugado com FITC (Abcam) ou Texas Red (Abcam), diluido 1:1000 em
solugéo de bloqueio. A seguir, as laminas foram lavadas trés vezes com TBS, sob
suave agitacdo, por 5 minutos a TA. ApOs este processo, as laminas foram
incubadas com DAPI diluido em TBS para marcacao dos nucleos celulares, durante

5 minutos a TA.

O processo de lavagem foi repetido por mais trés vezes e as laminas foram
montadas com glicerina P.A. Os controles para estes experimentos foram realizados
em laminas onde omitiram-se as incubacbées com o0s anticorpos primarios,

mantendo-se inalteradas as demais etapas do protocolo.

A leitura das laminas foi realizada em microscépio de fluorescéncia Nikon
Eclipse E600, com registro de imagens digitais em camara CoolSnap (Media
Cybernetics).
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Os anticorpos primarios (todos anti-humano) e secundarios utilizados nestes
experimentos, bem como as respectivas diluicbes e a procedéncia, estao descritos a

sequir:

e anti-Glucagon, diluicdo 1/200, policlonal de coelho (Abcam);

e anti-Insulina, diluigdo 1/200, policlonal de cobaia (Abcam);

e Anticorpo secundario policlonal de ovelha anti-lgG de coelho conjugado a
FITC, diluicao 1/1000 (Abcam);

e Anticorpo secundario policlonal de cabra anti-lgG de cobaia conjugado a
Texas Red, diluicdo 1/1000 (Abcam).



5. RESULTADOS
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5.1. ISOLAMENTO E CULTIVO DE CELULAS DO TECIDO ADIPOSO HUMANO

O isolamento e cultivo foram realizados conforme descrito em Materiais e
Métodos. As células foram cultivadas na concentragdo de 100 cel/cm? em garrafas
com meio L-DMEM contendo 10% SFB e mantidas a 37°C por 24h. Apds este
periodo, o sobrenadante do cultivo era retirado para remocao das células néo
aderentes.

As células aderentes eram mantidas até atingir 80% de confluéncia, o que
acontecia geralmente em 2 semanas (Figura 4 A). Quando atingiam a confluéncia as

células eram tripsinizadas e transferidas para novas placas.

Fig. 4 - (A) Células-tronco do tecido adiposo humano em cultivo.

5.2. ANALISE DE DIFERENCIACAO PARA LINHAGENS MESENQUIMAIS

Para confirmacao da origem mesenquimal e do potencial de diferenciagéo, as
células isolados do tecido adiposo foram induzidas a diferenciar em ostedcitos e
adipécitos. As células foram submetidas ao protocolo de diferenciacdo como descrito
em Material e Métodos.
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Para a diferenciacéo osteogénica, as culturas foram mantidas durante 21 dias
com meio DMEM 10% SFB, contendo 0,1 pM dexametasona, 10 mM j-
glicerolfosfato e 0,2 mM &cido ascorbico 2-fosfato, enquanto os controles continham
apenas DMEM 10% SFB. Para a detecgado da diferenciagdo, as culturas foram
coradas pelo método da Alizarin Red, que cora exclusivamente os cristais de fosfato
de célcio na matriz (Figura 5 A e B). A diferenciacdo foi observada nas culturas
induzidas, a matriz celular apresentou uma coloragéo vermelha indicado pela seta na
figura 5 A, evidenciando os cristais de fosfato de calcio.

Fig. 5 - Diferenciacdo osteogénica. (A) cultivo diferenciado, (B) controle, 100X.

Coloragéo com Alizarin red, pH 4,2 e light Green Yellowish. Seta: coloragédo dos

cristais de fosfato de calcio.

Para confirmar a diferenciacdo adipogénica, a presenga de vacuolos lipidicos
foi evidenciada por coloragdo com Qil red O, indicado pela seta na figura 6 A. Uma
fracado significativa do cultivo apresentou células com multiplos vacuolos lipidicos
corados. (Fig. 6 A). Os vacuolos nao foram observados nos cultivos controle (Fig 6
B).
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Fig. 6 - Diferenciagdo adipogénica. (A) cultivo diferenciado, (B) controle, 200X.

Coloracao dos vacuolos com Qil red O e dos nucleos com Hematoxilina. Seta:

vacuolos lipidicos.

5.3. IMUNOFENOTIPAGEM POR CITOMETRIA DE FLUXO

Diferente das células progenitoras hematopoiéticas, que expressam na
superficie de sua membrana a proteina CD34, até hoje ainda ndo se conhece um
marcador fenotipico exclusivo de CTM, por isso para caracteriza-las utiliza-se um
conjunto de anticorpos contra diversos marcadores presentes nessas células. A

expressao tipica destes marcadores pelas CTM encontra-se na Tabela 1.

As CT cultivadas foram marcadas diretamente com anticorpos anti-CD29
APC, CD73 PE, CD90 FITC, CD44 FITC, CD105 FITC, CD166 PE, CD14 APC,
CD31 FITC, CD34 PE e CD45 PerCP. Como controle do experimento, amostras das
células foram incubadas com os anticorpos isotipicos conjugados a FITC, PE, PerCP
e APC. Em seguida, foram submetidas a citometria de fluxo em aparelho
FACSCalibur e analisadas pelo software BD CellQuest Pro.

A Figura 7 mostra o resultado deste ensaio. Pode-se observar que a maioria
das células foi positiva para os marcadores CD105, CD166, CD29, CD73, CD44 e
CD90, confirmando a origem mesenquimal. Os marcadores CD45, CD14, CD34 e
CD31 nao apresentaram marcagao significativa, como esperado.
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Fig. 7 - Imunofenotipagem de CTM do tecido adiposo humano. Os histogramas
apresentam a porcentagem de células reativas com os anticorpos testados. (A)
CD14; (B) CD31; (C) CD29; (D) CD34; (E) CD44; (F) CD73; (G) CD45; (H) CD90; (1)
CD105; (J) CD166
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5.4. DIFERENCIACAO ENDOCRINA PANCREATICA DAS CTM

Apoés a caracterizagdo da origem mesenquimal dos cultivos (na 42 passagem),
estes foram mantidos e expandidos em L-DMEM 10% SFB, evitando confluéncia
para manté-las em estado indiferenciado. Estas células exibiam morfologia similar a

fibroblastos, expandiam facilmente in vitro e tendiam a formar coldnias (Fig. 8A).

Quando os cultivos eram induzidos com meio contendo 10% SFB e alta
concentragao de glicose (H-DMEM; 25 mM glicose), as células atingiam confluéncia
e comegava a evidenciar o aparecimento de clusters celulares (Fig 8B). Conforme o
avanco do tempo de incubagcdo em alta glicose, o cultivo se tornava cada vez mais
confluente e menos refringente. A partir do segundo més de cultivo em alta glicose,
observou-se o aparecimento de varios clusters celulares os quais cresciam até
formar esferas. Estes clusters aumentavam em tamanho e nimero com o passar do
tempo. Nesta etapa, os clusters eram entdo induzidos em meio com baixa glicose
com 10 pM de nicotinamida, 1 mM de B-mercaptoetanol e reinduzidos na segunda

semana com exendina-4.

Fig. 8 - Diferentes estagios de cultivo e diferenciagcdo de CTM. (A) cultivo primario
(B) formacao de clusters ap6s um més de cultivo em alta glicose; 100X. Seta:

clusters celulares.
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5.5. IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

Os clusters obtidos dos cultivos diferenciados foram desagregados por
tripsinizacdo e as células aderidas em laminas de vidro através de cytospin. As
células fixadas nas laminas foram submetidas a reacdo de imunofluorescéncia
indireta para insulina e glucagon, que sdo os horménios caracteristicos das células 3

e a das ilhotas pancreaticas, respectivamente.

A reacdo com os anticorpos primarios foi evidenciada por meio do anticorpo
secundario conjugado ao FITC (coloracdo em verde) e Texas Red (coloracédo
vermelha). O ndcleo das células foi corado com DAPI. Os controles negativos foram
realizados pela omissao do anticorpo primario. Os resultados obtidos na marcacao
destas células estao apresentados nas Figuras 9 (insulina) e 10 (glucagon).

Fig. 9 - Imunofluorescéncia indireta para insulina em CTM diferenciadas do tecido

adiposo. (A) Controle negativo. (B) Anticorpo primario anti-insulina com anticorpo
secundario conjugado TR; coloragéao dos nucleos com DAPI. Aumento 400X.
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Fig. 10 - Imunofluorescéncia indireta para glucagon em CTM diferenciadas do tecido
adiposo. (A) Controle negativo. (B) Anticorpo primario anti-glucagon com anticorpo
secundario conjugado FITC; coloracdo dos nucleos com DAPI. Aumento 400X.

Nestes experimentos foi possivel observar que a maioria das CTM
diferenciadas passaram a expressar insulina. Entretanto, a marcagao para glucagon
aparentemente nao foi detectada.



6. DISCUSSAO



39

A busca de uma fonte renovavel e de facil obtencdo, de células com
capacidade de producao de insulina (CPI) de modo regulado, para reposicao das
células B perdidas no DM1, é um tema de enorme interesse e uma alternativa
promissora para o tratamento desta doenca. Diversos estudos vém sendo realizados
nos ultimos anos com este objetivo. Porém, uma fonte que apresente todas estas
caracteristicas ainda nao esta disponivel, requerendo estudos adicionais. A
diferenciacdo de precursores pancreaticos humanos a CPl resolveria muitas
limitacoes atuais, como a expansao e obtencdo de uma massa de células adequada
para proporcionar um estado de normoglicemia ap6s o transplante.

Embora grandes avancos tenham sido alcancados com o “Protocolo de
Edmonton” e modificacbes da técnica original, diversos aspectos ainda necessitam
aperfeicoamento para possibilitar a indicacdo do transplante de ilhotas a uma
parcela mais ampla de pacientes com DM1. Para lidar com as principais dificuldades
ainda enfrentadas (a técnica de isolamento de ilhotas, a disponibilidade de tecido
produtor de insulina, a rejeicdo e o uso de drogas imunossupressoras), diversas
linhas de pesquisa vém sendo desenvolvidas nos ultimos anos. O principal obstaculo
a ser vencido é a necessidade do uso crénico de imunossupressores para evitar a
rejeicdo do enxerto. Portanto, atualmente, ao se considerar a realizagdo deste tipo
de transplante, deve-se pesar os possiveis beneficios (estabilizagdo metabdlica,
diminuicao das complicacdes crbnicas, abolicdo das injecoes de insulina) em relacao
aos potenciais efeitos colaterais destas drogas (maior susceptibilidade a infecgdes,
maior incidéncia de tumores malignos e toxicidade em érgaos como 0s rins e as
préprias células das ilhotas). Estudos visando a imunoprotecdo das ilhotas, a
inducdo de tolerdancia ao transplante e o desenvolvimento de novos
imunossupressores sao fundamentais nesta area (60, 61). Em relacdo a
disponibilidade de ilhotas para transplante, diversos aspectos da técnica de
isolamento de ilhotas vém sendo trabalhados com o objetivo de melhorar sua
eficiéncia, visto que ainda sdo necessarios de 2 a 3 doadores de 6rgaos para
obtengcdo de ilhotas suficientes para tratamento de 1 Unico paciente (62).
Atualmente, a maior esperanga concentra-se na possibilidade de geracao de tecido
produtor de insulina a partir de uma fonte renovavel como as CT, tanto embrionarias

quanto adultas (63).



40

A descoberta de métodos para isolar e cultivar CTE humanas em 1998, por
Thomson et al (1998), renovou as esperancas de médicos, pesquisadores e
pacientes diabéticos e suas familias de uma cura para o DM1 e, possivelmente, até
mesmo para o DM2 (64). Em teoria, CTE podem ser cultivadas e tratadas para se
diferenciarem em qualquer tecido/célula do corpo, até mesmo em células B
pancredticas produtoras de insulina. Com um suprimento adequado de CPI,
cultivadas in vitro, haveria massa suficiente para transplante, para que a terapia

celular pudesse ser aplicada amplamente em pacientes diabéticos.

Estudos realizados com camundongos mostraram que CTE podem ser
induzidas a se diferenciarem em células 8 produtoras de insulina e outros trabalhos
indicam que esta estratégia também pode ser possivel utilizando-se CTE
humanas(65-68). Deste modo, estas células seriam boas candidatas para eliminar o
transplante de pancreas/ilhotas alogénicas em pacientes diabéticos, utilizando-as
como fontes alternativas de células produtoras de insulina. No entanto, um protocolo
detalhado para obter populacées puras e funcionais de células secretoras de
insulina a partir de CTE ainda nao foi propriamente estabelecido.

Paralelamente ao estudo das CTE, uma nova classe de CT foi emergindo,
visando seu uso clinico e terapéutico: as CTA. As CT provenientes da medula 6ssea
sdo as CTA mais estudadas. Atualmente, sao utilizadas clinicamente para restaurar
varios componentes do sangue e do sistema imune. Parece haver dois tipos de CT
na medula éssea: 1) as células progenitoras hematopoiéticas (CPH), que formam as
células do sangue e do sistema imune e, 2) as células-tronco mesenquimais (CTM).
Normalmente, estas células sao recrutadas para a reposicao tissular apds dano e/ou

angiogénese de varios 6rgaos.

As CTA sao normalmente comprometidas com as células maduras do tecido
no qual elas estdo localizadas. Em condi¢cdes especificas, elas apresentam certa
plasticidade, de acordo com os sinais do ambiente extracelular, propriedade
conhecida como transdiferenciacdo. Podem ser mantidas em cultura por longos
periodos de tempo, embora esta capacidade seja mais restrita quando comparadas
com CTE(22).
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Para tornar viavel a sua aplicacdo clinica, qualquer terapia celular deve
representar uma vantagem significativa em seguranca e eficacia em relacdo ao
tratamento convencional de administracao de insulina. Trabalhos recentes tém
mostrado a possibilidade de diferenciar células provenientes de diversas fontes em
CPI(69).

Pesquisadores descreveram que as CTM sdo capazes de suprimir a resposta
do sistema imune pela inibicdo da maturacdo das células dendriticas e inibir a acao
dos linfocitos T, linfécitos B e células NK, fazendo dessas células excelentes
candidatas para o tratamento do diabetes(70).

A descoberta da subpopulacdo das CTMs em reservas de tecido adiposo de
humanos adultos trouxe esperancas e possibilidades de avancos para os estudos
com células-tronco adultas(71). O tecido adiposo humano é abundante e acessivel e
pode ser obtido por procedimentos pouco invasivos. A fragcao vascular do estroma do
tecido adiposo possui até 2% de células com potencial para diferenciacdo em
diferentes linhagens celulares como osteoblastos, condrécitos, adipécitos e células
neurais, comparado com 0,002% para CTMs da medula 6ssea(72).

O estudo de Zulewski (2006), mostrou que CTM das ilhotas pancreaticas
humanas assim como as CTM do tecido adiposo humano podem ser induzidas, sem
modificacdes genéticas, a ativarem genes do desenvolvimento pancreatico incluindo
Isl-1, Ipf-1, Ngn-3, Pax-4, Pax-6, Nkx-2.2, Nkx-6.1, assim como 0s genes
responsaveis pela producdo dos hormdnios das ilhotas, como insulina, glucagon e
somatostatina(73).

No ano de 2006 um estudo demonstrou que as CTM do tecido adiposo
humano sao capazes de adotar um fenétipo enddcrino ex vivo sem a modificacao

genética, apenas com as condicoes de cultivo pré-definidas(57).

O estudo de Chandra et al (2011) explorou o potencial das células-tronco do
tecido adiposo humano na diferenciacdo em agregados similares a ilhotas(74). O
protocolo utilizado permitiu a conversdo das células mesodérmicas em
endodérmicas (Hnf3b, TCF2 e Sox17) e para PDX1, Ngn3, NeuroD, Pax4, que

posteriormente produziu insulina in vitro. Estas células, transplantadas em
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camundongos diabéticos, foram capazes de praticamente restaurar a normoglicemia

desses animais.

Células-tronco do tecido adiposo humano, transfectadas com PDX-1 e
submetidas a um protocolo de diferenciagdo,mostraram-se capazes de produzir
insulina, e transplantadas em camundongos diminuiram o nivel sérico de glicose e 0

aumento da sobrevida dos animais quando comparados com o grupo controle(75).

Okura et al (2010), através de um protocolo de diferenciacao de 6 estagios,
mostraram por imunofluorescéncia a producao de insulina e glucagon por estas
células. Somatostatina também foi expressa por um pequeno numero de células(76).

Atualmente existem estudos avaliando o potencial das CTM no tratamento do
diabetes em humanos. No estudo de Trivedi et al (2008), células-tronco
mesenquimais do tecido adiposo humano foram isoladas, expandidas e
diferenciadas em células produtoras de insulina. Células-tronco hematopoiéticas da
medula 6ssea foram isoladas e adicionadas no cultivo das CTM do tecido adiposo
humano. Esta mistura foi infundida na veia porta dos respectivos pacientes. Efeitos
colaterais da infusdo nao foram observados. Os pacientes apresentaram ganho de
peso, ficaram fisicamente mais ativos e alertas. Foi observado o aumento do nivel
sérico de peptideo-C, diminuicdo de unidades de insulina diarias e a diminuigdo da
hemoglobina glicosilada(77).

Com base nos diversos estudos das CTM do tecido adiposo humano,
concluimos que esta seria uma das melhores alternativas para obtencdo de uma
fonte renovavel de CPl. Os objetivos iniciais do estudo, isolamento, cultivo e
caracterizagcdo das células obtidas do tecido adiposo, foram alcangcados com os
resultados esperados. Estas células mostraram expressdao dos antigenos CD105,
CD166, CD29, CD90, CD44 e CD73, que sao tipicos de CTM, e a auséncia de
CD31, CD45, CD34 e CD14, que sao marcadores endoteliais e hematopoiéticos.
Nos testes funcionais, quando estimuladas, mostraram sua capacidade de
diferenciacao em ostedcitos e adipécitos. Visto que os resultados foram claramente
positivos para a presenca dos marcadores de membrana e nos ensaios funcionais
de diferenciacdo em linhagens mesenquimais, concluimos que estas células

tratavam-se realmente de CTM.
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Apés esta etapa de caracterizacao inicial tentamos reproduzir um protocolo de
diferenciacao de CTM a CPI que fosse comumente usado, relativamente facil e que
estivesse ao nosso alcance. Dentre as alternativas existentes, escolhemos o
protocolo descrito por Tang et al, que conseguiu diferenciar CTM da medula 6ssea
de camundongo Balb/c em células que expressavam os genes Ins 1, Ins 2, IAPP,
GLUT-2, glicoquinase, PDX-1, Pax6 e nestina (56).

Diferentes protocolos tém sido empregados para induzir CT de diferentes
fontes a se diferenciar em CPIl in vitro. Tratamento com meio contendo alta
concentracdo de glicose é considerado um potente indutor para a diferenciacéo e
expressdo de genes tipicos de células B (78, 79). A Nicotinamida tem sido usada
para preservar a viabilidade e funcdo das ilhotas pancreaticas em cultivo,
possivelmente através da atividade da enzima poly ADP-ribose polymerase (PARP)
(80, 81) e também para induzir a diferenciacdo em ilhotas pancreaticas e a secre¢ao
de insulina (82). Exendina-4 é um agonista do receptor de Glucagon-like peptide-1
(GLP-1), que estimula a proliferacdo, neogénese e sobrevivéncia das células B in
vivo (25). Deste modo, optamos por utilizar no meio de cultivo em nosso modelo
experimental uma combinacdo de glicose em baixa concentracdo (5,5 mM),

exendina-4 e nicotinamida.

Assim, as CTM isoladas foram expandidas indiferenciadas e, a seguir,
cultivadas por longos periodos em condicoes propicias a diferenciagdo em CPI
conforme o protocolo de Tang (56). Apds periodos variaveis entre dois a quatro
meses de tratamento em alta concentracao de glicose, os cultivos tomavam a forma
de clusters celulares e o meio era acrescido dos fatores finais de diferenciacéao,
primeiro a nicotinamida e, a seguir, a exendina-4. Ao final do experimento, o
processo de diferenciacdo das CTM para CPl era analisado através de

imunofluorescéncia indireta.

Encontramos algumas dificuldades na realizacdo dos experimentos, como o
descolamento das células em cultivo, provavelmente devido a qualidade do plastico
das garrafas de cultivo celular(83). Estes autores encontraram um aumento de 3 a 4
vezes mais CT ao final da terceira passagem, dependendo do fabricante das
garrafas de cultivo.
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Nas primeiras tentativas de realizar a imunofluorescéncia encontramos
dificuldade em observar as células diferenciadas, quando estas eram cultivadas em
laminulas e diretamente submetidas ao protocolo de imunofluorescéncia. Apds o0 uso
do cytospin, as células foram aderidas nas laminas rapidamente, eliminando muitos

interferentes na visualizacdo das células.

A imunofluorescéncia indireta aparentemente mostrou a presenca de insulina
no citoplasma das células tratadas, mas nao nos controles. A presencga de glucagon
nao foi evidenciada. A comprovacdo da diferenciacdo devera continuar e ser
evidenciada por outras técnicas como, por exemplo, a analise por PCR em tempo

real.

Embora ainda seja necessario aperfeicoar todos os protocolos baseados em
CTE e CTA, estas evidéncias sugerem fortemente que as CT sdo uma fonte
potencial de tecidos para terapias regenerativas no futuro. A diferenciacdo de células
B a partir de CT é direcionada por determinantes ainda desconhecidos, que incluem
interacdes célula-célula, sinais da matriz extracelular e a presenca da combinagao
de fatores de crescimento, horménios, citocinas e nutrientes. O principal desafio é
obter um produto celular capaz de mimetizar o mais proximo possivel as
caracteristicas basicas de uma célula B pancreatica. As vias de deteccdo de
nutrientes, processamento de insulina e sua exocitose regulada, somados ao padrao
de expressao do gene da insulina, devem ser tragos fenotipicos chave na obtencao
de um produto celular final capaz de restaurar a perda de funcéo no organismo.

De um modo geral, todos estes procedimentos parecem ser muito
promissores, mas o mecanismo envolvido no processo de (trans) diferenciacao,

ainda é a questao chave para melhorar os protocolos existentes.
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As células-tronco mesenquimais do tecido adiposo humano foram
isoladas, cultivadas e expandidas in vitro em estado indiferenciado;

As células-tronco isoladas foram caracterizadas como CTM, tanto por
citometria de fluxo quanto pelo seu potencial de diferenciagdo em

adipdcito e ostedcito;

As CTM isoladas aparentemente foram capazes de diferenciar para
fendtipo enddcrino pancreatico, mostrando expressao intracelular do

hormonio insulina, como demonstrado pela imunofluorescéncia indireta;

Expressdo de glucagon ndo foi detectada apdés a inducdo da

diferenciacao das CTM do tecido adiposo humano.
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Abstract

Expression of pancreatic endocrine markers by mesenchymal stem cells from human
adipose tissue

Mesenchymal stem cells (MSCs) from human adipose tissue have a great potential for use in
cell therapy due to its ease of isolation, expansion and differentiation, besides relative
acceptance of the ethical point of view. Our intention was to isolate and promote in vitro
expansion and differentiation of MSCs from human adipose tissue into cells with a pancreatic
endocrine phenotype. Human adipose tissue was obtained from patients undergoing abdominal
dermolipectomy. Adipose tissue was digested with type I collagenase, MSCs were isolated by
plastic adherence, characterized by cytochemistry and FACS and in vitro expanded. MSC
differentiation into an endocrine phenotype was induced with high glucose (25 mmol/L) media
during 2-4 months containing nicotinamide, exendin-4 and 2-mercaptoethanol. Insulin and
glucagon expression was analyzed by immunofluorescence. Cells isolated from the human
adipose tissue and expanded in vitro expressed MSC markers as confirmed by FACS and
cytochemistry. Production of insulin by differentiated cells was demonstrated by
immunofluorescence, although glucagon was not expressed. Conclusions: MSCs isolated from
the human adipose tissue were induced to differentiate in vitro into an endocrine phenotype and

expressed insulin.
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Introduction

The search for a renewable source of cells with B-cell properties is a very interesting subject and
a promising therapeutic alternative for diabetes mellitus." Mesenchymal stem cells (MSC) from
human adipose tissue have a great potential for use in cell therapy due to its ease of isolation,
expansion and differentiation. Adipose tissue can be easily harvested in adult subjects and
compared to the bone marrow, has a higher amount of MSC per gram of tissue.” Our intention
was to isolate and promote in vitro expansion and differentiation of MSC from human adipose
tissue into cells with a pancreatic endocrine phenotype.

Methods

Human adipose tissue were obtained from patients undergoing abdominal dermolipectomy.
Each patient provided a written informed consent before participating. The study protocol was
approved by the University’s ethics committee (protocol number 1437/2008). MSC isolation
and culture: Tissue fragments were dissected and the subcutaneous adipose tissue was collected
and washed with PBS. Adipose tissue was minced into small fragments and digested with a 1
mg/mL type I collagenase solution (Invitrogen Co, Grand Island, USA) for 30 min at 37°C on a
shaker. The digested tissue was passed through a 40 um mesh filter, washed with PBS and
centrifuged. Cell pellet was ressuspended in DMEM-F12 medium (Invitrogen Co, Grand Island,
USA) supplemented with 10% FBS and plated onto culture flasks at a density of 1x10°
cells/cm”. Adherent cells were expanded in the same medium and then used for characterization
and endocrine differentiation. Cell characterization was performed in a FACS Calibur
equipment with anti-CD29, CD73, CD90, CD105, CD166, CD14, CD31, CD34 and CD45
antibodies (all Abcam PLC, Cambridge, UK). Cells were also induced to differentiate into
adipocytic and osteocytic lineages using established protocols, followed by cytochemistry
analysis.” MSC differentiation: induction of MSCs into a pancreatic endocrine phenotype was
carried out essentially as described by Tang et al (2004).* Briefly, MSCs were cultured during 2
to 4 months in H-DMEM (23 mmol/L glucose) + 10% FCS until the appearance of cell clusters.
Media was then changed to L-DMEM (5,5 mmol/L glucose) + 5% FCS + 10 mM nicotinamide

(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) + 1 mM 2-mercaptoethanol (Invitrogen Co, Grand Island,
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USA) for 7 days. In the last 7 days cells were cultured with the same media added of 10 nM
exendin-4 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Immunofluorescence: cells from isolated clusters
were disaggregated with trypsin, ressuspended in PBS and deposited onto positively charged
glass slides by cytospin centrifugation. Cells were fixed with 4% PFA, permeabilized with 1%
Triton and incubated for 2h with primary antibodies against insulin and glucagon (Abcam PLC,
Cambridge, UK), followed by secondary Texas Red (for anti-insulin) or FITC (for anti-
glucagon) conjugated antibody (Abcam PLC, Cambridge, UK). Controls were performed under
absence of the primary antibody incubation. Nuclei were stained with DAPI. Slides were
examined on a Nikon Eclipse E600 microscope.

Results

Cells isolated from the human adipose tissue were mostly MSC as confirmed by FACS (CD29+,
CD44+, CD73+, CD90+, CD105+, CD166+, CD14-, CD31-, CD34- and CD45-) and
cytochemistry (differentiated into adipogenic and osteogenic lineages). After 2 months
treatment with high glucose differentiation media, MSC in adherent cultures started to form cell
clusters with an islet-like appearance, and generally after 4 months treatment only clusters
remained in culture. Immunofluorescence microscopy with cells obtained from these clusters
showed production of insulin although glucagon was not expressed (Figure 1).

Discussion

Mesenchymal stem cells from human adipose tissue are an interesting source for the generation
of cells with B-cell properties, due to its ease of isolation, expansion and differentiation
capacity. Adipose tissue can be obtained in large amounts from dermolipectomy and
lipoaspiration procedures. MSCs from human adipose tissue have shown capacity to
differentiate in vitro into insulin producing cells.”” In this work we intended to isolate MSC
from the human adipose tissue and promote its in vitro expansion and differentiation into cells
with a pancreatic endocrine phenotype. We used a very simple protocol that has already been
employed with success to promote the differentiation of rat bone marrow MSC into insulin-
producing cells. In our conditions, after 2 months treatment the MSC cultures began to form cell

clusters and acquire an islet-like morphology. After 4 months treatment the cells were able to
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produce the insulin hormone, as shown by immunofluorescence microscopy. Insulin expression
will be confirmed by qPCR. However, differentiation into a B-cell phenotype was incomplete as
glucagon was not produced, showing that the protocol employed with these cells still needs
some improvements.
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Figure 1. Immunofluorescence microscopy of human adipose tissue MSCs induced to
differentiate during 4 months into a pancreatic endocrine phenotype. Panel A: negative control.

Panel B: anti-insulin antibody + TR conjugated antibody. Nuclei stained with DAPI. (400X)



