
 
 

PONTIFÍCIA UNIVERSIDADE CATÓLICA DO PARANÁ 

ESCOLA DE MEDICINA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS DA SAÚDE 

 

 

 

CARLA CORRADI PERINI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

COTRANSPLANTE DE CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS XENOGÊ NICAS NA 
PREVENÇÃO DA REJEIÇÃO NO TRANSPLANTE DE ILHOTAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CURITIBA 

2013



 
 

CARLA CORRADI PERINI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

COTRANSPLANTE DE CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS XENOGÊ NICAS NA 
PREVENÇÃO DA REJEIÇÃO NO TRANSPLANTE DE ILHOTAS 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Ciências da Saúde. Área 
de concentração: Engenharia e 
Transplante Celular, da Escola de 
Medicina, da Pontifícia Universidade 
Católica do Paraná, como requisito parcial 
à obtenção do título de doutor em 
Ciências da Saúde.  
 
Orientador: Prof. Dr. Miguel Carlos Riella 
Co-orientadores: Prof. Dr. Carlos Alberto 
Mayora Aita; Prof. Dr. Niels Olsen Saraiva 
Camara. 
 
 

 

 

CURITIBA 

2013



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho aos meus pais Enzo e 

Amelia, verdadeiros mestres de vida. 

Ao meu esposo Ronald, pelo apoio e amor 

incondicionais fundamentais nesta trajetória. 

Aos meus filhos, Carolina e Enzo, que são 

a razão do meu viver.  



 
 

AGRADECIMENTOS 

Ao Prof. Dr. Miguel Carlos Riella, obrigada pela confiança, por ter acreditado e 

valorizado o meu trabalho desde o início.  

Ao Prof. Dr. Carlos Alberto Mayora Aita, que com sua paciência e constante 

presença ao longo de todos esses anos, me conduziu nesta trajetória. Suas 

orientações foram fundamentais para a conclusão deste trabalho e para a minha 

formação. 

Ao Prof. Dr. Niels Olsen Saraiva Câmara, pela acolhida em São Paulo 

dispondo de seu tempo para meu aprendizado, pelas valiosas contribuições sobre 

imunologia, e principalmente pela doação dos camundongos NOD, fundamentais 

para esta pesquisa. 

 Ao Dr. Fernando Henrique Lojudice da Silva por sua disponibilidade em 

ensinar as técnicas do transplante de ilhotas e pelas valiosas sugestões que 

enriqueceram este trabalho.  

 À Profª. Drª. Vanessa Santos Sotomaior, por compartilhar de forma atenciosa 

seu rico conhecimento em biologia molecular. 

 Ao Prof. Dr. Paulo Roberto Slud Brofman, por ter cedido seu laboratório para 

meus experimentos, assim como a toda sua equipe, Alexandra, Carmem, Paula e 

principalmente, Fabiane, pelos inúmeros favores. 

 À Profª. Drª. Andrea Novais Moreno e Profª. Drª. Selene Elifio Esposito, que a 

partir das inúmeras sugestões na banca de qualificação, contribuíram para a 

redação final deste trabalho. 

À minha querida amiga Thatiana Mara dos Santos, obrigada pela indescritível 

ajuda no desenvolvimento deste trabalho, abdicando de sua família e noivo, nos 

finais de semana, para me auxiliar nos transplantes. Mas, sobretudo, obrigada pelo 

otimismo e força, nos momentos de insucesso nos experimentos. 

À minha querida amiga Patricia Eugênia González Jara, não apenas por 

compartilhar seu conhecimento, mas também tornar o ambiente do laboratório 

agradável e divertido. 

À Irenice Cairo da Silva, que faz os maiores problemas se transformarem em 

pequenos detalhes. Obrigada por todo o apoio técnico e emocional, que facilitaram o 

desenvolvimento desta pesquisa. 

 



 
 

À Marisa Inês Corradi, por compartilhar seu conhecimento em qualidade de 

processos e esterilização. 

À Elaine Doff Sotta, por compartilhar seu conhecimento em transplante de 

ilhotas. 

À Mariana Lopes, pelo auxílio nos experimentos e principalmente, pela ajuda 

no cuidado aos animais pré e pós transplante. 

Ao Julio Francisco, pelo auxílio em vários momentos do desenvolvimento dos 

experimentos, compartilhando seu conhecimento sobre técnica operatória. 

Ao Raphael Zotz, por compartilhar comigo seu conhecimento sobre o manejo 

dos animais. 

Às colegas Geovana Brotto Ramos, Laire Schidlowski Ferreira, Wilian Macedo 

e Mônica Sauer pelo importante auxílio nos experimentos de PCR em tempo real. 

Aos colegas de laboratório, Aline, Ana Luiza, Karina, Kharol, Daniel, João, 

Marizete, por fazerem parte dos melhores momentos desta jornada.  

Ao CNPq (Processo N0 473473/2007-0), à Fundação Araucária (Convênio nº. 

297/2007; Protocolo nº. 9209) e à Fundação Pró-Renal, pelo apoio financeiro. 

A todos que direta ou indiretamente auxiliaram na execução deste trabalho. 

Meu agradecimento especial a Deus, fonte de toda força e luz, importantes 

nesta longa jornada. 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O futuro pertence àqueles que acreditam na 

beleza de seus sonhos 

 

 Elleanor Roosevelt 

 



 
 

RESUMO 

Introdução: Células-tronco mesenquimais (CTM) têm gerado uma grande 
perspectiva no campo da medicina regenerativa, e também no tratamento de 
doenças inflamatórias e autoimunes na última década, devido às suas propriedades 
imunomodulatórias e anti-inflamatórias. Objetivo: Avaliar o efeito do cotransplante 
de ilhotas e CTM xenogênicas na prevenção da rejeição ou tolerância ao transplante 
de ilhotas em camundongos diabéticos (non-obese diabetic, NOD). Métodos: As 
CTM da medula de ratos Wistar foram isoladas e expandidas em culturas in vitro. 
Para comprovar a origem mesenquimal, as células foram caracterizadas quanto ao 
fenótipo de antígenos de superfície e capacidade de diferenciação em linhagens 
mesenquimais. As ilhotas de ratos Wistar foram isoladas e purificadas em gradiente 
de ficol. Dezesseis camundongos NOD, com diabetes confirmado (glicemia >200 
mg/dl), foram divididos em três grupos: (1) NOD que receberam o cotransplante de 
ilhotas e células-tronco mesenquimais (IP+CTM) isoladas de ratos; (2) NOD 
transplantados com ilhotas (IP); e (3) NOD que não foram submetidos ao transplante 
(controle). As células foram transplantadas sob a cápsula renal e os animais não 
foram submetidos à imunossupressão. A glicemia foi monitorada e no 4º dia pós 
transplante, os animais foram submetidos à nefrectomia. A técnica de PCR em 
tempo real foi utilizada para avaliar a expressão de marcadores da capacidade 
funcional das ilhotas, e marcadores inflamatórios, de rejeição e tolerância ao 
transplante, no tecido renal, utilizando os primers para detectar insulina, glucagon, 
fator de transcrição nuclear Foxp3, interferon gama (IFN-γ), inteuleucinas (IL) 1, 4, 6 
e 10, fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e proteína quimiotática de monócitos-1 
(MCP-1). Resultados: O fenótipo de CTM foi confirmado por sua diferenciação em 
osteócitos, adipócitos e condrócitos, e por sua expressão de CD29 (96,6±2,3%) e 
CD73 (82,4±3,6%), e baixa expressão do marcador de célula hematopoiética CD 45 
(10,2±1,8%). Não houve diferença na glicemia entre os grupos ‘IP’ (n=5) e ‘IP+CTM’ 
(n=5), no período pré-transplante (472,4±138,3 e 434,7±126,1 mg/dl; 
respectivamente) e 24 horas após (398,8±125,2 e 323,4±112,6 mg/dl; 
respectivamente). Entretanto, após 6 horas do transplante, o grupo ‘IP+CTM’ 
apresentou uma redução significativa da glicemia quando comparado ao pré-
transplante (p=0,0009), além disso, apresentou níveis glicêmicos significativamente 
menores que o grupo ‘IP’ (p=0,002) no mesmo período (140,5±38,2 e 369,2±89,9 
mg/dl, respectivamente). Os resultados de PCR em tempo real demonstraram 
expressão relativa de insulina e glucagon semelhante nos grupos ‘IP+CTM’ e ‘IP’. 
Foi observada uma menor expressão pelo grupo ‘IP+CTM’ quando comparado ao 
‘IP’ para os marcadores inflamatórios TNF-α (9,90±0,12 vs. 13,40±0,57; p=0,01), 
MCP-1 (9,00±1,80 vs. 51,30±6,80; p=0,01) e IL-1β (6,80±1,00 vs. 16,25±1,65; 
p=0,04). Quando comparados os valores de expressão dos marcadores de 
tolerância imunológica, observa-se que os animais que receberam o cotransplante 
apresentaram uma expressão significativamente maior que o grupo ‘IP’ de IL-4 
(25,60±1,96 vs. 2,80±0,20, p=0,004), IL-10 (188,40±4,60 vs. 4,55±0,12, p= 0,0001) e 
Foxp3 (34, 20±1,3 vs. 1,30±0,2, p=0,004). Conclusão: Esses resultados sugerem 
uma ação imunomoduladora das CTM no xenotransplante de ilhotas sugerindo que 
essas células-tronco têm potencial para amenizar as perdas de enxertos, nas 
primeiras horas, devido à regulação do processo inflamatório do transplante. 
 
Palavras-chave : Imunomodulação. Célula-tronco mesenquimal. Transplante de 
ilhotas. Tolerância imunológica. 



 
 

ABSTRACT 

Introduction: Mesenchymal stem cells (MSC) have generated a great perspective in 
the field of regenerative medicine, and also in the treatment of inflammatory and 
autoimmune diseases in the past decade due to their immunomodulatory and anti-
inflammatory properties. Objective:  To evaluate the effect of xenogeneic MSC and 
islets co-transplantation in preventing rejection or tolerance to islet transplantation in 
non-obese diabetic (NOD) mice. Methods:  MSC obtained from Wistar rats were 
were isolated and expanded in vitro. Mesenchymal cells were characterized by 
surface antigens expression, and ability to differentiate into mesenchymal lineages. 
Wistar rat islets were isolated and purified on ficoll gradient. The NOD mice with 
confirmed diabetes (blood glucose> 200 mg/dl) were divided into three groups: (1) 
NOD receiving co-transplantation of pancreatic islet and mesenchymal stem cells (PI 
+ MSC), (2) NOD transplanted with islets (PI), and (3) NOD that were not undergoing 
transplantation (control). The cells were transplanted under the kidney capsule and 
the animals were not subjected to immunosuppression. Blood glucose was monitored 
for 3 days, and on the 4th day after transplantation, the animals underwent 
nephrectomy. The real time PCR technique was used to assess the expression of 
markers of the islets functional capacity, and inflammatory, rejection and tolerance 
markers to the transplantation on the renal tissue. It was using primers to detect 
insulin, glucagon, nuclear transcription factor Foxp3 , interferon gamma (IFN-γ), 
interleukins (IL) 1, 4, 6 and 10, tumor necrosis factor alpha (TNF-α) and monocyte 
chemotactic protein-1 (MCP-1). Results: The phenotype of MSC was confirmed by 
the differentiation into osteocytes, adipocytes and chondrocytes, and by their 
expression of CD29 (96.6±2.3%) and CD73 (82.4±3.6%), and low expression of 
hematopoietic cell marker CD 45 (10.2±1.8%). There was no difference in blood 
glucose between groups 'IP' and 'IP + MSC' in the pre-transplant period (472.4±138.3 
and 434.7±126.1 mg/dl, respectively) and 24 hours (398.8±140.5 and 323.4±112.6 
mg/dl, respectively). However, after 6 hours from the transplantation, group 'IP + 
MSC' showed a significant (p=0.0009) reduction in blood glucose compared to pre-
transplantation, and also showed blood glucose levels significantly lower (p=0.002) 
than the groups 'IP' in the same period (140.5±38.2 e 369.2±89.9 mg/dl, 
respectively). The real-time PCR results demonstrated a similar expression of insulin 
and glucagon in 'IP + MSC' and 'IP' groups. We observed a lower expression by the 
group 'IP + MSC' compared to 'IP' for the inflammatory markers, such as, TNF-α 
(9.90±0.12 vs. 13.40±0.57, p=0.01), MCP-1 (9.00±1.80 vs. 51.30±6.80, p=0.01) and 
IL-1β (6.80±1.00 vs. 16.2±1.65, p= 0.04). Comparing the values of immune tolerance 
markers expression between groups 'IP+CTM' and 'IP' it is noted that animals 
receiving the cotransplante showed a significantly higher expression than the group 
'IP' of IL-4 (25.60±1.96 vs. 2.80±0.20, p=0.004), IL-10 (188.40±4.60 vs. 4.55±0.12, 
p=0.0001) and Foxp3 (34.20±1.3 vs. 1.30±0.2, respectively, p=0.004). Conclusion : 
These results suggest an immunomodulatory action of mesenchymal stem cells in 
islet xenotransplantation suggesting that these stem cells have the potential to 
mitigate the early losses of grafts, due to the regulation of the inflammatory process 
of transplantation.  
 
Key-words:  Immunomodulation. Mesenchymal stem cell. Islet transplantation. 
Immunological tolerance. 
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 1 INTRODUÇÃO 

Diabetes mellitus (DM) é um grupo heterogêneo de distúrbios metabólicos 

que apresenta em comum a hiperglicemia, resultante de defeitos na ação da 

insulina, na secreção de insulina ou em ambos (Sociedade Brasileira de Diabetes, 

2009). A classificação atual do DM baseia-se na etiologia, sendo proposta pela 

Organização Mundial da Saúde (OMS) (1) e pela Associação Americana de 

Diabetes (ADA) (2) a utilização de quatro classes clínicas: a) DM tipo 1 (DM1), b) DM 

tipo 2 (DM2), c) outros tipos específicos de DM, e d) diabetes gestacional.  

O DM é um grave problema de saúde pública tanto pela prevalência quanto 

pelas complicações crônicas que se desenvolvem nos pacientes. Essa prevalência 

vem aumentando devido ao crescimento e ao envelhecimento populacional, à maior 

urbanização, à crescente prevalência de obesidade e sedentarismo, bem como à 

maior sobrevida de pacientes com DM (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2009), 

estimando-se que em 2030 existam 300 milhões de diabéticos no mundo. Nos 

países em desenvolvimento, a epidemia tem maior intensidade, com crescente 

proporção de pessoas afetadas em gupos etários mais jovens (3). No Brasil, 

segundo estimativas de 1996, o DM atingia aproximadamente 5,5 milhões de 

pessoas (4).  

Aproximadamente 5% das causas de mortes a cada ano em nível mundial 

são atribuídas ao DM. Dados brasileiros de 2010 mostram que as taxas de 

mortalidade por DM (por 100 mil habitantes) apresentam acentuado aumento com a 

idade, variando de 0,5 para a faixa etária de 0 a 29 anos a 213,4 para a de 60 anos 

ou mais (BRASIL, 2010). 

Embora o DM1 corresponda a apenas 5% a 10% de todos os casos de DM, 

esta é uma doença muito complexa, com risco de vida, que está associada a várias 

outras doenças crônicas não transmissíveis como hipertensão arterial, doença 

coronariana e cerebrovascular, dislipidemias, retinopatia diabética, neuropatias 

periférica e autonômica e doença renal crônica. A sobrevida tem aumentado 

significativamente o que favorece o surgimento das complicações crônicas, com 

custos econômicos e sociais elevados.  
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1.1 DIABETES MELLITUS TIPO 1 (DM1) 

 

DM1 resulta da destruição de células β pancreáticas com consequente 

deficiência de insulina, na maioria dos casos mediada por autoimunidade. Apesar de 

a etiologia ser pouco documentada, vários estudos mostram que uma predisposição 

genética, em conjunto com fatores ambientais, desencadeiam esse processo 

autoimune (5, 6). Entretanto, em alguns casos não há evidências de processo 

autoimune, sendo, então considerada uma forma idiopática de DM1 (Sociedade 

Brasileira de Diabetes, 2009).  

Os marcadores de autoimunidade são os autoanticorpos anti-insulina, 

antidescarboxilase do ácido glutâmico (GAD 65) e antitirosina-fosfatases (IA2 e 

IA2B), que podem estar presentes na fase pré-clínica da doença ou quando já se 

detecta a hiperglicemia (7-10). 

A destruição das células β é geralmente mais rápida nas crianças, ocorrendo 

nos adultos a forma lentamente progressiva, referida como diabetes autoimune 

latente em adultos (LADA, do inglês latent autoimmune diabetes in adults), que 

apresenta características semelhantes aos pacientes diabéticos tipo 2, mas é 

positivo para marcadores de autoimunidade (11, 12). 

Em geral, quando pacientes são diagnosticados com a doença, entre 60% e 

80% de suas células β já foram destruídas. Nessa fase, os sinais e sintomas que 

antes eram praticamente ausentes ou intermitentes se manifestam de maneira 

constante, tais como poliúria, polidipsia, polifagia, astenia e perda de peso, fazendo 

com que o indivíduo necessite de injeções subcutâneas diárias de insulina para um 

bom controle metabólico, caracterizando o tratamento convencional (13). 

Os protocolos mais modernos vêm introduzindo esquemas intensivos de 

reposição insulínica, seja através de múltiplas aplicações diárias ou através de 

bombas de infusão contínua de insulina via subcutânea, com o objetivo de melhorar 

o controle glicêmico dos pacientes. O estudo Diabetes Control and Complications 

Trial (DCCT) mostrou que o tratamento intensivo de DM1, que compreende três ou 

mais doses de insulina, é eficaz em reduzir a frequência de complicações crônicas 

do DM1 quando comparado ao tratamento convencional (14). Mesmo assim, como 

este tipo de terapia não consegue reproduzir fielmente o padrão fisiológico de 

secreção de insulina do pâncreas, os pacientes ficam expostos a descompensações 
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metabólicas agudas como a hipoglicemia, com risco vital, e também complicações 

crônicas graves como a nefropatia, retinopatia e neuropatia (15, 16).  

As quantidades de insulina devem ser proporcionais à quantidade de glicose 

presente no sangue a cada momento, para que episódios agudos de hipoglicemia ou 

complicações crônicas resultantes de hiperglicemia sejam evitados. Ainda que os 

resultados obtidos nos últimos anos tenham estabelecido com certeza que o controle 

metabólico adequado no DM1 (com injeções múltiplas de insulina) permite retardar e 

até mesmo interromper o desenvolvimento das complicações crônicas do diabetes, a 

maioria dos pacientes não atinge o grau de controle necessário para evitar estas 

complicações crônicas. Além disso, o tratamento impõe elevadas demandas ao 

paciente, tem riscos importantes como a hipoglicemia grave, e reduz a qualidade de 

vida. As limitações do tratamento atual têm estimulado a busca de terapêuticas que 

permitam restaurar ou evitar a perda da massa de células β. Até o presente, sabe-se 

que as únicas células capazes de perceber a quantidade de glicose sanguínea e de 

converter esta informação em uma adequada secreção de insulina são as células β 

encontradas nas intactas ilhotas de Langerhans.  

Neste contexto, o transplante de pâncreas é o único tratamento que consegue 

restaurar a normoglicemia em longo prazo. Transplantes de pâncreas alogênicos 

vêm sendo realizados frequentemente, na maioria das vezes associado ao 

transplante renal. O maior inconveniente desta técnica, além da necessidade de 

utilização de imunossupressores, é o fato de envolver um procedimento cirúrgico 

extenso. É uma cirurgia de grande porte, não isenta de complicações 

potencialmente sérias (17), e pode ser oferecido apenas a um número limitado de 

pacientes. Como alternativa, o transplante celular, seja de ilhotas ou de células 

produtoras de insulina (CPI) oferece numerosas vantagens potenciais que fazem 

esta terapia particularmente atrativa. Na atualidade, se contemplam distintas 

possibilidades de obtenção de CPI, entre as quais estão ilhotas humanas de doador 

cadáver, expansão in vitro das ilhotas, CPI geradas por bioengenharia e as células-

tronco (CT), que podem ser embrionárias ou adultas, pancreáticas ou extra-

pancreáticas. De todas elas, o transplante de ilhotas alogênico é a única que tem 

aplicação clínica atualmente, e possibilita a reconstituição do padrão fisiológico de 

secreção de insulina e do controle glicêmico (17). O transplante celular oferece 

vantagens comprovadas como o baixo risco do procedimento por ser minimamente 

invasivo e uma intervenção quase ambulatorial, o que permite a realização de 
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múltiplos transplantes. Entretanto, esse tratamento ainda tem alguns obstáculos, 

como as baixas taxas de ilhotas isoladas, dificuldade em se obter independência 

insulínica por longo prazo, e também efeitos adversos relacionados ao uso de 

imunossupressores (18). 

 

 

1.1.1 Terapia celular no DM1 

A reposição das células β através do transplante de ilhotas foi originalmente 

proposto por Paul Lacy (19) e apesar dos vários avanços na técnica de transplante 

no que diz respeito à obtenção de células viáveis e funcionalmente intactas através 

do aprimoramento no isolamento de ilhotas, este procedimento é ainda limitado 

devido ao pequeno número de doadores e ao risco de rejeição (20).  

O transplante de ilhotas isoladas de doadores cadavéricos vem se firmando, 

graças aos resultados do estudo de Shapiro e colaboradores (21). Este estudo, que 

ficou conhecido como “Protocolo de Edmonton”, entre outras alterações aos 

protocolos anteriores, visava uma melhoria na qualidade e quantidade das ilhotas a 

serem implantadas, assim como um regime imunossupressor sem a presença de 

corticóides, reconhecidamente diabetogênicos (22). 

Na América do Norte, o número de centros que realizam transplantes clínicos 

de ilhotas e o número total de transplantes de ilhotas diminuiu em 2006-2007, com 

um ressurgimento em 2008. As razões para o declínio provavelmente estejam 

relacionadas às mudanças na produção e disponibilidade das enzimas utilizadas 

para a digestão das ilhotas; à motivação em relação aos resultados clínicos de 

independência insulínica a longo prazo (21, 23, 24); à preocupação com efeitos de 

imunossupressão sobre a função renal de receptores do transplante de ilhotas 

isolado (25, 26); e à preocupação com o risco de sensibilização ao HLA do doador 

(27-29). No entanto, com o início de novos protocolos CIT (do inglês Clinical Islet 

Transplantation Consortium), em 2008, associado aos promissores resultados com 

protocolos inovadores utilizando depleção de células T associados a inibidores de 

citocinas para a indução da imunossupressão (30, 31), o número de receptores do 

transplante de ilhotas tem aumentado anualmente. 
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A principal vantagem do transplante de ilhotas consiste no fato de envolver 

um procedimento cirúrgico pouco invasivo e bastante seguro, que praticamente não 

apresenta riscos, pois somente o tecido endócrino (que corresponde a 

aproximadamente 1-2% do pâncreas) é infundido na veia porta, via cateter, e as 

ilhotas são alojadas no fígado (32). 

Entretanto, além do limitado número de doadores e o risco de rejeição citados 

anteriormente, é constatado que nem todos os pacientes atingem a independência 

insulínica, o que pode ser resultado de um baixo número de ilhotas implantadas ou 

ainda, uma grande perda durante o processo de isolamento e purificação devido às 

técnicas utilizadas, e fatores como hipóxia e inflamação durante o período de “pega” 

do enxerto (ou engraftment, em inglês) que resultam em perda da função das ilhotas 

(33-36).  

Atualmente, têm sido propostas várias estratégias para melhorar o resultado 

final do transplante, garantindo uma sobrevida maior das ilhotas transplantadas e 

independência insulínica por tempo prolongado. Essas estratégias devem envolver 

todos os processos do transplante, desde a adequada captação e manutenção de 

órgãos até os protocolos que visem minimizar a inflamação sistêmica e no local do 

transplante, e ainda estratégias para induzir tolerância ao enxerto (Figura 1) (37). 

Entretanto, pelo fato de ainda necessitar de terapia imunossupressora para 

evitar a rejeição do enxerto, as indicações atuais do transplante de ilhotas (e 

também do transplante de pâncreas) limitam-se a pacientes com DM1 que 

apresentam controle metabólico extremamente difícil, com episódios frequentes de 

hipoglicemias assintomáticas graves, ou que necessitem de um transplante renal 

conjunto para tratamento de insuficiência renal crônica decorrente do diabetes. 

Devido aos riscos associados à imunossupressão, é importante que a seleção dos 

candidatos e o seguimento pós-transplante sejam realizados de maneira rigorosa, 

garantindo que sejam submetidos ao procedimento somente àqueles pacientes com 

maiores probabilidades de se beneficiarem com o transplante. 
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Figura 1.  Etapas do transplante de ilhotas com propostas que estão sendo exploradas em todo o 
mundo para otimização do procedimento, objetivando melhorar o regime de imunossupressão, a 
sobrevida do enxerto e a tolerância imunológica às ilhotas implantadas. 
 
Fonte: Adaptado de Graves (2006) (37) 

 

 

O regime de drogas imunossupressoras necessário para proteger as ilhotas 

de uma resposta imune recorrente e alorrejeição podem causar efeitos adversos 

comuns, mesmo com as doses mínimas utilizadas no período de manutenção. 

Condições clínicas agudas comumente observadas tais como anemia e diarréia, e 

mais tardiamente hipertensão, hiperlipidemia, alterações do sistema nervoso central 

e dano irreversível da função renal são documentados (38). Além disso, alguns 

agentes imunossupressores ainda utilizados em transplantes estão relacionados 

Transplante e engraftment 

IMUNOSSUPRESSÃO 

Regimes antirejeição que não agridem as ilhotas podem 
melhorar a sobrevida do enxerto e reduzir os efeitos 
colaterais. Tolerância imunológica pode ser conseguida 
pela infusão de células T reguladoras, tratamento com 
anticorpos que bloqueiam costimulação, ou através da 
combinação de células-tronco de medula 
óssea/transplante  

Otimizando o transplante de ilhotas  

DOADOR 

Melhorias no transporte do pâncreas e nas técnicas de isolamento das ilhotas. Expansão de células β, células-tronco (embrionárias, 
adultas ou mesmo autólogas), ou xenotransplante. Opção do uso de doador vivo de tecido pancreático. 

Atualmente depende de um a dois doadores cadáveres 

Preservação do órgão 

Obtenção do pâncreas 

Dissociação 

Purificação das ilhotas 

RECEPTORES 

Atualmente recebem injeção de ilhotas purificadas na 
veia porta. Adição de fatores de crescimento ou peptideos 
sintéticos poderiam levar ao aumento do engraftment e 
expansão de novas ilhotas com possível reparação e 
manutenção das ilhotas nativas do pâncreas. 

Regimes antirejeição que não agridem as ilhotas podem 
melhorar a sobrevida do enxerto e reduzir os efeitos 
colaterais. Tolerância imunológica pode ser conseguida 
pela infusão de células T reguladoras, tratamento com 
anticorpos que bloqueiam costimulação, ou através da 
combinação de células-tronco de medula óssea com as 

ilhotas. 
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diretamente com resistência à insulina e/ou diminuição da função das células β, 

podendo então contribuir para a perda da função do enxerto (39).  

 

 

1.1.2 Inflamação, rejeição imunológica e apoptose d as ilhotas transplantadas 

 

A rejeição imunológica, assim como a perda da função do enxerto a curto e 

longo prazo são obstáculos para o sucesso do transplante de ilhotas (40). Esses 

obstáculos podem ser acentuados por características peculiares a esse transplante, 

pois trata-se de um enxerto de células não vascularizadas e que são colocadas em 

um local heterotópico (41), cujos pacientes receptores são pré-sensibilizados por 

possuirem autoanticorpos que deram origem ao DM1 (42).  

Apesar da imunossupressão, que combina daclizumab, sirolimus, e tacrolimus 

(43), um significante número de ilhotas transplantadas são perdidas nos primeiros 

10-14 dias após o transplante (44, 45). Os principais fatores que influenciam essa 

perda são a resposta imunológica inata e o estresse oxidativo a que as ilhotas são 

expostas desde a manutenção do pâncreas do doador, passando pelo 

processamento do órgão e cultivo das células, até o transplante (46).  

Diferentes vias de sinalização podem ser desencadeadas durante estes 

processos, o que pode levar a lesão e morte das células β mediadas por citocinas. 

Muitas das citocinas, produzidas e secretadas pelas células inflamatórias que 

migram para o local do enxerto, são capazes de desencadear a perda de ilhotas 

tanto por necrose celular quanto por apoptose (47).  

Uma citocina bastante conhecida por sua toxicidade sobre as ilhotas 

transplantadas é o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-α). Além desta, a apoptose 

das células β pode ser induzida por Interleucina 1 beta (IL-1β), como resultado de 

uma rede complexa de eventos de sinalização. Após a ligação do receptor, IL-1β 

inicia a sinalização intracelular dentro de segundos através da ativação de uma série 

de complexos protéicos, que por sua vez, ativam uma cascata de proteínas quinases 

levando à ativação de duas vias principais: fator nuclear kB (NFkB) e MAPK / c-jun 

N-terminal quinase (JNK). A transdução de sinal por Interferon gama (IFN-γ) é mais 

linear e envolve a ativação da quinase de Janus (JAK), e membros da família de 
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transdutores de sinal e ativadores de transcrição (STAT), induzindo a expressão de 

alguns genes que produzem mediadores inflamatórios, incluindo a óxido nítrico 

sintase induzida (iNOS, do inglês inducible nitric oxide synthase), levando à 

produção intracelular e acúmulo de óxido nítrico, o que eventualmente leva a 

ativação do programa apoptótico (48) (Figura 2). 

 

 
Figura 2.  Vias de apoptose das ilhotas pancreáticas transplan tadas (49). 

 

 

Outro mecanismo de destruição dessas células é a partir da hipóxia, criando 

um ambiente de estresse oxidativo, com ativação de uma cascata enzimática 

levando à apoptose das ilhotas (50).  

Apoptose é uma forma de morte celular programada classicamente descrita 

por alterações morfológicas que incluem o arredondamento das células, alterações 

da membrana e da estrutura do citoesqueleto, e fragmentação do DNA. Essas 

alterações ocorrem através das ações bioquímicas de uma família de proteases 

denominadas caspases, que estão geralmente presentes como zimogênios inativos 

que requerem processamento proteolítico para tornarem-se ativas. Ativação de 
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caspases executoras, tais como caspase-3, resulta do processamento de caspases 

iniciadoras (por exemplo, caspase 8 e 9), em resposta a um sinal, tal como danos no 

DNA (51), ou sinais extrínsecos, como a ativação do receptor de Fas a partir de seu 

ligante (Fas-L) na superfície celular (49). Parte deste processo de ativação das 

caspases baseia-se na liberação do citocromo c para o citoplasma, através de 

permeabilização de membranas mitocondriais (52). Uma vez que a cascata 

apoptótica foi iniciada, múltiplos alvos celulares são clivados por caspases 

executoras em uma forma altamente organizada, dependente de ATP (51) (Figura 

2).  

Muitos estudos relacionados ao transplante celular pretendem evitar a 

necessidade do tratamento imunossupressor, investigando estratégias baseadas no 

uso de métodos para separar fisicamente as ilhotas do sistema imunológico, por 

exemplo, o encapsulamento de ilhotas (53-55), técnica utilizada também no 

xenotransplante pré-clínico (56). Além disso, estratégias relacionadas à modificação 

das características imunogênicas do enxerto, envolvendo por exemplo, a indução de 

quimerismo alogênico usando células hematopoiéticas, como revisado por 

Balamurugan e colaboradores (42). 

Ao minimizar o risco associado ao tratamento imunossupressor, seria clínica e 

eticamente aceitável realizar o transplante nas fases iniciais da doença para 

restaurar a normoglicemia desde o diagnóstico do DM1 e muito antes do 

aparecimento das complicações crônicas. Desta forma, faz-se necessário a 

identificação de fatores que modulem a resposta imunológica e induzam tolerância 

às ilhotas transplantadas nesses pacientes. 

 

 

1.1.3 Células-tronco (CT) 

CT são células indiferenciadas, capazes de se autorrenovar, e quando 

estimuladas podem se diferenciar em tipos celulares especializados. De acordo com 

seu potencial de diferenciação, as CT podem ser classificadas como totipotentes, 

pluripotentes e multipotentes. CT totipotentes são o único tipo celular capaz de se 

diferenciar em todas as células especializadas e tecidos do organismo. Neste 
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sentido, os únicos exemplos de CT totipotentes são o zigoto e as células do estágio 

bem precoce do desenvolvimento embrionário, antes do estágio de blastocisto (57).  

As células da massa interna do blastocisto, chamadas de CT embrionárias 

são o principal exemplo de células pluripotentes. Estas podem ser isoladas e 

expandidas indefinidamente in vitro em um estado indiferenciado, mantendo sua 

capacidade de diferenciar-se em células dos três folhetos embrionários (ectoderma, 

mesoderma ou endoderma) ou em qualquer dos 200 tipos de células adultas (57, 

58). 

As CT multipotentes têm a capacidade de se diferenciar em um número 

limitado de células especializadas, e estão presentes em diferentes tecidos do 

corpo, sendo capazes de gerar células dos tecidos de que são provenientes. São 

exemplos de CT multipotentes, as células-tronco mesenquimais (CTM) provenientes 

da medula óssea e do sangue de cordão umbilical (59). 

 

 

1.1.4 Células-tronco mesenquimais (CTM) 

 

Um papel imunomodulador das células do estroma medular tem sido descrito 

por vários autores. Conhecidas como células-tronco mesenquimais (CTM), são 

células progenitoras não hematopoiéticas encontradas em alguns tecidos adultos e 

estão sendo utilizadas como um interessante alvo na terapia celular e genética (60-

62) 

As CTM são capazes de se diferenciar em diferentes tecidos de origem 

mesenquimal (63, 64). São conhecidas também como células estromais da medula 

óssea (64, 65), e mais recentemente, como células estromais mesenquimais 

multipotentes (66). Foram inicialmente identificadas por Friedenstein e 

colaboradores, que definiram que são células aderentes, clonogênicas, não 

fagocíticas e as chamavam de unidades formadoras de colônias de fibroblastos (67, 

68).  

CTM da medula óssea humana foram inicialmente isoladas pelo grupo de 

Caplan, e o mesmo grupo identificou os primeiros anticorpos monoclonais capazes 

de reconhecer os antígenos CD105 (do inglês cluster of differentiation 105) e CD73, 
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expressos na superfície das CTM (69). Desde então, CTM tem sido isoladas de 

várias outras fontes, incluindo sangue de cordão umbilical (70), tecido adiposo (71), 

cérebro (72), pele (73), cartilagem (74), músculo esquelético (75), músculo cardíaco 

(76), fígado (77) e rins (78), entretanto, a medula óssea é mais frequentemente 

utilizada. 

Esta variedade de fontes de tecidos e de metodologias de preparo de células 

levanta a questão se as células resultantes são suficientemente similares para 

permitir uma comparação direta de propriedades biológicas relatadas e resultados 

de experimentos, especialmente no contexto de terapia celular. Portanto, o 

Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the International Society for Cell 

Therapy, estabeleceu critérios mínimos para definir CTM humanas, que são: (a) as 

células devem ter a capacidade de aderência a plástico quando em condições de 

cultivo padrão; (b) as células devem ser positivas para as moléculas de superfície 

CD105, CD73 and CD90, e negativas para CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a 

ou CD19 e HLA-DR; e (c) elas devem ter capacidade funcional para se diferenciar in 

vitro em osteócitos, adipócitos e condrócitos (79).  

CTM podem ser facilmente isoladas de aspirados de medula óssea usando 

centrifugação por gradiente de densidade, dos quais são retiradas as células de 

densidade mais baixa e se colocadas à baixa concentração, CTM aderem 

rapidamente ao plástico e podem ser separadas das células não aderentes e 

hematopoiéticas por lavagens repetidas (80).  

CTM estão presentes em uma baixa frequência (uma célula mesenquimal em 

cada 100000 células da medula óssea adulta), e aproximadamente um terço das 

primeiras colônias estromais aderentes derivadas da medula óssea são 

multipotentes e capazes de se diferenciar sob condições de indução apropriadas 

(81). 

Estudos têm demonstrado que CTM podem diferenciar-se em linhagens 

mesodermal como adipócitos, condrócitos, osteócitos (81), tecidos que dão suporte 

à hematopoiese (82, 83), miócitos (84, 85) e tenócitos (86). Além destas, podem 

também gerar células da linhagem ectodermal como célula epitelial (87), glial e 

neural (88), e da linhagem endodermal, como hepatócito (89) e ilhotas pancreáticas 

(90). Esta diferenciação in vitro das CTM em células de linhagens ectodermal e 

endodermal poderia, também, ser uma consequência do potencial intrínseco de 

diferenciação in vivo das CTM. 
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As condições para a diferenciação das células são de alguma forma 

dependentes da espécie e são influenciadas por variáveis não muito bem definidas, 

como, por exemplo, a quantidade de soro bovino fetal utilizada (64). Nutrientes 

basais, densidade celular, organização espacial, forças mecânicas, e fatores de 

crescimento e citocinas tem uma grande influência na diferenciação de CTM. Estas 

células cultivadas em cada condição de diferenciação podem também produzir 

fatores autócrinos ou parácrinos que são essenciais para a progressão da linhagem 

(81).  

CTM podem ser expandidas até 40 gerações enquanto ainda mantém sua 

capacidade multipotente de linhagem mesenquimal, apesar das taxas de 

crescimento reduzidas com o aumento cumulativo de duplicações (do inglês 

doublings) (80, 91).  

Essas células têm um espectro de receptores de superfície e integrinas, e 

secretam uma variedade de fatores de crescimento, quimiocinas, citocinas e 

proteínas de matriz extracelular (92). Sobretudo, mesmo que sejam criadas 

condições de cultivo semelhantes ao que é encontrado in vivo, isso não é suficiente 

para suprir todos os fatores extrínsecos providos pelo nicho de células-tronco na 

medula óssea. Portanto, um melhor entendimento da origem das CTM in vivo tem 

sido largamente desejado desde que se sabe que as CTM possuem um significante 

potencial reparador e modulador imunológico.  

CTM têm gerado uma grande perspectiva no campo da medicina 

regenerativa, e também no tratamento de doenças inflamatórias e autoimunes na 

última década. As propriedades imunomodulatórias e antiinflamatórias das CTM têm 

sido testadas em uma variedade de modelos animais e tem sido aplicada em 

situações clínicas específicas como na doença do enxerto contra o hospedeiro 

(DECH) (93) e na insuficiência cardíaca (94). Adicionalmente, o papel das CTM tem 

sido estudado na esclerose múltipla e na esclerose lateral amiotrófica (95), no reparo 

de cartilagem (96), na lesão de medula espinhal (97), em doenças hepáticas (98), na 

sepse (99), nas doenças pulmonares (100), no diabetes tipo 1 (101-103), e na 

insuficiência renal aguda (104).  

Da Silva Meirelles e colaboradores (105) correlacionaram as propriedades 

imunomodulatórias das CTM com sua localização perivascular. Eles correlacionam 

essas células com os pericitos, e apresentam um modelo onde as CTM estabilizam 

os vasos sanguíneos e contribuem para homeostasia de tecidos e do sistema 
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imunológico sob condições fisiológicas e assumem um papel mais ativo no reparo da 

lesão tecidual focal (105). Em resposta à lesão tecidual, CTM se direcionam ao local 

de lesão e estimulam o reparo através da produção de fatores tróficos, incluindo 

fatores de crescimento, citocinas e antioxidantes (106, 107), alguns dos quais 

proporcionam a base para sua capacidade de modular a resposta imunológica. 

 

 

1.1.5 Propriedades imunorregulatórias das CTM 

 

A natureza imunossupressora de CTM (108-110) é relevante para os 

transplantes alogênicos porque elas podem teoricamente reduzir a incidência da 

DECH e reduzir a rejeição pelo receptor. Alguns trabalhos de cotransplante de CTM 

e células hematopoiéticas mostraram resultados promissores em relação ao 

tratamento e prevenção da DECH (111). 

Esta característica imunorregulatória parece estar relacionada com a inibição 

da proliferação linfocitária e da secreção de citocinas (112-114). Isso implica que 

CTM podem ter uma potente aplicação nos alotranplantes, podendo então melhorar 

a tolerância dos pacientes diabéticos aos alotransplantes de ilhotas pancreáticas, na 

expectativa de reduzir ou evitar o uso de imunossupressão.  

 As primeiras evidências das CTM na prevenção da rejeição imunológica 

foram observadas nos anos 90 a partir de pesquisas de transplante de CTM para 

pacientes com transplante de medula óssea. Desde então, as propriedades 

imunológicas das CTM tem sido demonstradas por vários grupos, tanto em ensaios 

in vitro como in vivo, e em modelos animais e humanos.  

Os efeitos imunorregulatórios são atribuidos à interação de CTM com células 

de ambos os sistemas imunológicos inato e adaptativo. Tem sido demonstrado que 

as CTM são capazes de inibir a proliferação de linfócitos T e B, suprimir a atividade 

lítica de linfócitos T citotóxicos e células natural killer (NK), inibir a maturação e 

função da células dendríticas apresentadoras de antígenos e modular a função de 

macrófagos. Essas funções podem ser tanto dependentes de contato das CTM com 

essas células assim como pela ação de fatores secretados pelas CTM (Figura 3). 
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Figura 3 . Mecanismos de ação das células-tronco mesenquimais (CTM) proposto por Aggarwal 
e Pittenger  (114). CTM medeiam os seus efeitos imunomoduladores, interagindo com as células de 
ambos sistemas, inato (célula dendrítica, vias 2-4, sistemas de células natural killer, via 6) e 
adaptativo (imunidade de células T, as vias 1 e 5). Inibição de TNF-α, secreção e estímulo da 
secreção de IL-10 pode afetar o estado de maturação de célula dendrítica e suas propriedades 
funcionais, resultando em um desvio da resposta imunológica para um fenótipo anti-
inflamatório/tolerante. Como alternativa, quando CTM estão presentes em um microambiente 
inflamatório, elas inibem a secreção de IFN-γ pelas células Th1 e células natural killer e ocorre um 
aumento da secreção de IL-4 a partir de células Th2, promovendo assim uma mudança no perfil de 
resposta imunológica Th1 para Th2. É provável que as CTM também medeiem as respectivas ações 
imunomoduladoras por contato direto célula-célula, assim como por fatores solúveis secretados. 
Várias moléculas secretadas e de superfície celular das CTM estão descritas. CCL indica ligante de 
quimiocina; TCR, receptor de célula T. 
 

 

 

Mais recentemente, Bassi e colaboradores (115) descreveram com um maior 

detalhamento os mecanismos imunomoduladores da CTM derivadas de medula 

óssea humana e murina (Figura 4), referindo que as mesmas expressam 

constitutivamente a ciclooxigenase 2 (COX-2), prostaglandina E2 (PGE-2), fator de 
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transformação do crescimento (TGF, do inglês transforming growth factor) β1 e fator 

de crescimento de hepatócitos (HGF, do inglês hepatocyte growth factor) (115). 

Quando estimulado pelas citocinas proinflamatórias IFN-γ e TNF-α, a expressão de 

COX-2 e PGE-2 pelas CTM é aumentada. CTM expressa dois outros fatores, 

proteína ligante de morte celular programada 1 (PD-L1) e Indoleamina (2,3) 

dioxigenase, os quais são induzidos por IFN-γ, mas não por TNF-α (116). Esses 

fatores solúveis, ou produtos derivados das CTM, modulam a resposta imunológica 

e permitem que as CTM criem um microambiente capaz de modular a resposta 

alogênica mesmo na presença de IFN-γ (117). 

 

 

 
 

 

Figura 4 . Mecanismos de imunomodulação das células-tronco mes enquimais (CTM) em várias 
células do sistema imunológico, descritos por Bassi  e colaboradores (2011).  Alguns fatores 
solúveis estão associados aos efeitos imunossupressores das CTM, incluindo prostaglandina E2 
(PGE2), fator transformador do crescimento (TGF-β), fator de crescimento do hepatócito (HGF), 
indoleamina (2,3)-dioxigenase (IDO), interleucina-10 (IL-10), óxido nítrico, IL-6 and antígeno de 
histocompatibilidade do humano-G (HLA-G). Além disso, citocinas (por ex. IFN-γ), quimiocinas e 
receptores Toll-like (TLR) tem demonstrado modular/ativar a supressão imunológica pelas CTM (115). 
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1.1.5.1 Efeito das CTM nos linfócitos 

 

 A resposta imunológica a um aloenxerto depende de mecanismos de 

alorreconhecimento e subsequente ativação de linfócitos T. Uma vez ativadas, estas 

células podem, primeiramente, secretar certas moléculas (citocinas e fatores de 

crescimento) responsáveis por recrutar outros fatores envolvidos no processo 

inflamatório (macrófagos, moléculas de adesão e linfócitos B) e, além disso, mediar 

ações citotóxicas (CD8+) que culminam na apoptose da célula do aloenxerto (118). 

CTM tem sido proposta como uma ótima alternativa terapêutica para os 

alotransplantes primariamente por sua atividade imunossupressora sobre os 

linfócitos, suprimindo a ativação e a proliferação de linfócitos T, processo esse 

mediado por citocinas ou outros fatores solúveis (119).  

  CTM não tem um alvo preferencial, podendo agir sobre qualquer célula T, 

seja ela CD4+ ou CD8+, células NK e linfócitos B (120-122). A tolerância induzida 

pelas CTM foi associada com a expansão de linfócitos T reguladores 

CD4+CD25+Foxp3, resultando em uma diminuída resposta Th1 contra enxertos 

(123). 

Bartholomew e colaboradores (124) demonstraram em um modelo de 

transplante de pele alogênico de primatas (não humanos), o efeito imunossupressor 

in vivo das CTM, assim como a inibição in vitro da proliferação de linfócitos 

estimulada por mitógenos (124). Outros grupos mostraram o papel imunossupressor 

das CTM murinas e humanas, via supressão da proliferação dos linfócitos T (82, 

108, 114, 120, 125, 126) ou através da alteração da ação e do fenótipo das células 

apresentadoras de antígeno (121, 127). Desde então, alguns grupos vêm tentando 

explicar os mecanismos pelos quais as CTM agem.  

No estudo de Glennie e colaboradores (120), na presença de CTM, a 

expressão de marcadores precoces de ativação das células T (CD25 e CD69), não 

foi afetada, mas a produção de IFN-γ foi reduzida. Isto demonstra que as CTM 

podem não inibir a ativação de células T alorreativas, mas estas não proliferam 

devido a mecanismos supressores (82, 120). 

Di Nicola e colaboradores (119) demonstraram que os efeitos 

imunossupresssores das CTM não acontecem apenas via contato célula-célula, mas 

também via secreção de fatores incluindo o HGF e TGF-β1. Tem sido demonstrado 
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que as CTM suprimem a proliferação de célula T e a produção de citocinas, 

envolvendo outros mediadores como, por exemplo, a PGE2, que representa um 

mediador chave da inibição da diferenciação e maturação das células dendríticas, e 

consequentemente, da ativação diminuída de linfócitos T (128). Spaggiare e 

colaboradores (129) mostraram que CTM apresentam um efeito supressor local, em 

particular através da secreção de PGE2 dependente de IL-6, e exercem um efeito 

supressor sistêmico, mediando uma polarização da resposta imunológica do 

hospedeiro para um perfil Th2 (129). Adicionalmente, Ghannam e colaboradores 

(130) propuseram que as CTM previnem, in vitro, a diferenciação de linfócitos 

imaturos T CD4+ em linfócitos Th17 e inibem a produção de IL-17, IL-22, IFN-γ, e 

TNF-α pelos linfócitos Th17 completamente diferenciados; sendo mediado, em parte, 

via PGE2, cuja produção foi aumentada em cocultivo com linfócitos Th17. CTM 

medeiam a adesão de linfócitos Th17 via CCR6 e exercem efeitos anti-inflamatórios 

através da indução do fator de transcrição nuclear Foxp3 (do inglês fork head box 

p3), que é um fenótipo de linfócito T regulador (Treg). 

TGF-β1, uma citocina anti-inflamatória, é constitutivamente expressa pelas 

CTM e está envolvida com a indução das Tregs. TGF-β1 derivado das CTM tem um 

papel na indução dos linfócitos T CD4+CD25+Foxp3+. Trenado e colaboradores (131) 

demonstraram que estas células foram hábeis para suprimir a resposta proliferativa 

a um aloantígeno em uma reação linfocitária mista (do inglês mixed lymphocyte 

reaction). Foxp3 é considerado um marcador específico para as células Treg (131), 

tendo sua expressão induzida a partir da ação de CTM alogênicas (132). Outros 

autores comprovaram a indução de tolerância das CTM a partir da indução à 

produção aumentada de Treg, e estas células, por sua vez, são capazes de prevenir 

a DECH em modelos animais (131, 133). 

Outros fatores de transcrição relacionados também com a capacidade 

imunomoduladora das CTM tem sido estudados. A indoleamina (2,3) dioxigenase 

(IDO) tem sido relacionada com a redução da proliferação linfocitária. Existem 

alguns relatos de que as CTM expressam funcionalmente a IDO a partir da 

estimulação por IFN-γ. IDO parece suprimir a atividade do linfócito T tanto pelo 

acúmulo de metabólitos de triptofano como, por exemplo, a quinurenina, quanto pela 

depleção de triptofano, o qual é um fator essencial para a proliferação de linfócitos 

(134). Por outro lado, IFN-γ e TNF-α produzidos pelos linfócitos T ativados foram 
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correlacionados com a indução da expressão de IDO pelas CTM. As células 

mesenquimais, por sua vez, suprimiram a proliferação de células T (135). 

O mecanismo da imunossupressão mediada por CTM varia entre as 

diferentes espécies. CTM murinas não possuem atividade de IDO, enquanto que 

CTM humanas são isentas de iNOS. Portanto, a imunossupressão pelas CTM 

derivadas de humanos ou macacos é mediada por IDO, enquanto que as CTM de 

camundongos utilizam óxido nítrico (NO), sob as mesmas condições de cultivo (136) 

O NO é uma molécula bioativa envolvida com a imunossupressão mediada 

pelas CTM, tendo sua secreção estimulada por citocinas pro-inflamatórias (IFN-γ, 

TNF-α, IL-1α, ou IL-1β). As citocinas induzem um aumento da iNOS e de algumas 

quimiocinas secretadas por leucócitos que direcionam as células do sistema 

imunológico, incluindo os linfócitos T e B, para perto das CTM, onde altos níveis de 

NO podem suprimir a função da célula do sistema imunológico (137). 

Essa atividade supressora do NO sobre o sistema imunológico pode estar 

relacionado com a supressão da fosforilação da STAT5 (138). As proteínas STAT 

estão envolvidas com o desenvolvimento e função do sistema imunológico e tem um 

papel na manutenção da tolerância imunológica. STAT5 tem sido implicada nas 

funções celulares de proliferação, diferenciação e apoptose, sendo crítico para a 

indução e manutenção da expressão de Foxp3 em linfócitos Treg.  

A proteína-1 de morte celular programada (PD-1, do inglês programmed 

death-1) é outra molécula secretada pela CTM e que está envolvida com os seus 

efeitos imunossupressores. A PD-1 é uma proteína de superfície celular que regula a 

resposta imunológica adaptativa. A partir da ligação de PD-1 com seus ligantes PD-

L1 ou PD-L2, ocorre a transdução de sinal que inibe a proliferação de linfócitos T, a 

produção de citocina e, sua função citolítica (139).  

Não apenas os linfócitos T, mas também os linfócitos B são afetados pelas 

propriedades imunossupressoras das CTM, que mostraram suprimir a proliferação e 

diferenciação dos linfócitos B, bem como inibir a secreção de imunoglobulinas (140, 

141). 

 



 
 

33

1.1.5.2 Efeito das CTM nas células dendríticas 

Células dendríticas do doador e do receptor de um alotransplante têm 

importante papel na resposta imunológica ao enxerto, pois essas células 

demonstram uma extraordinária capacidade de induzir resposta dos linfócitos T e 

exercem crítica função na patogênese da DECH ou tolerância (142).  

Os mecanismos de alorreconhecimento e subsequente ativação das células T 

e B, dependem da apresentação de antígenos pelas células dendríticas, as quais 

capturam e processam antígenos nos tecidos periféricos e os transportam para os 

órgãos linfóides secundários. A migração das células dendríticas está associada 

com sua maturação funcional e fenotípica. Células imaturas tem alta capacidade de 

internalizar antígenos, mas possuem baixa atividade estimulatória para o linfócito T. 

Durante o processo de maturação, as células dendríticas perdem a capacidade de 

capturar e processar antígenos, mas elas exibem aumentada expressão do 

complexo principal de histocompatibilidade (MHC, do inglês major histocompatibility 

complex) de classe II e moléculas coestimulatórias, assim como uma aumentada 

secreção de citocinas (143). 

Neste contexto, as células dendríticas de ambos, doador e receptor, podem 

provocar a rejeição após o transplante. As células dendríticas do doador, após 

processar sinais inflamatórios, expressam altos níveis de moléculas MHC de classe 

II que podem exibir aloantígeno intacto às células T do receptor, iniciando assim a 

via direta do alorreconhecimento. A via indireta ocorre quando as células 

apresentadores de antígenos do receptor, incluindo as células dendríticas, 

processam e apresentam os aloantígenos do doador (144). 

Em um ambiente inflamatório, as CTM, a partir de um efeito imunossupressor 

correlacionado à PGE-2, inibem a geração de células dendríticas a partir de 

monócitos de sangue periférico. Essas células não adquirem nem o fenótipo de 

superfície típico de célula dendrítica imatura (CD14-, CD1a+) e nem de célula 

madura (CD80+, CD86+, CD83+), além disso, elas não produzem IL-12, e não 

induzem a ativação ou proliferação de célula T (129). Mesmo quando células 

maduras foram tratadas com CTM, elas reduziram significativamente a expressão de 

CD83, regredindo para seu estado imaturo, diminuindo a expressão de moléculas de 

reconhecimento (HLA-DR e CD1a) e de moléculas coestimulatórias (CD80 and 

CD86), e diminuindo a secreção de IL-12. Ou seja, pode-se afirmar que o 
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aloestímulo das células dendríticas tratadas com CTM sobre os linfócitos alogênicos 

foi reduzido (145). Essas evidências científicas sugerem uma indução de tolerância 

por parte das CTM. 

Neste contexto, estabeleceu-se o objetivo deste estudo, que consiste em 

utilizar as CTM para amenizar a resposta inflamatória e a rejeição, e induzir a 

tolerância ao enxerto. Mas diferentemente da maioria dos estudos descritos, o 

modelo utilizado neste trabalho será o xenotransplante concordante, ou seja, o 

transplante entre animais próximos na escala evolutiva (por ex. chimpanzé-homem, 

camundongo-rato) que rejeitam o enxerto alguns dias após o transplante, em um 

padrão histológico mediado por células, de forma similar ao que ocorre no 

alotransplante humano. Entretanto, a resposta imunológica ao xenoenxerto é um 

pouco mais intensa que a resposta alogênica. A rejeição hiperaguda ocorre minutos 

ou horas após o transplante, sendo que a xenorreatividade mediada por células 

ocorre de forma mais vigorosa em xenotransplante quando comparada ao 

alotransplante, mesmo quando se trata de um xenotransplante concordante (146).  

Estudos pré-clínicos de xenotransplante de ilhotas, vem sendo realizados, 

utilizando modelo de doador suíno e receptor primata não humano (147-150). As 

pesquisas justificam-se principalmente pela escassez de órgãos necessários para 

conseguir atender uma população de pacientes diabéticos que vem aumentando 

consideravelmente. Esses autores acreditam que o xenotransplante possa ser a 

resposta para essa limitada disponibilidade de doadores, e entre os tecidos com 

potencial para o xenotransplante estão as ilhotas de suínos que, até há alguns anos 

atrás, eram a única fonte de obtenção de insulina exógena para os pacientes 

diabéticos. Os estudos mais atuais sobre o tema estão sendo realizados para 

investigar estratégias terapêuticas para diminuir a resposta imunológica ao 

xenoenxerto.  

Neste estudo, o xenotransplante envolveu os ratos da linhagem Wistar como 

doadores de ilhotas e de CTM e, como receptores foram utilizados os camundongos 

diabéticos não obesos (NOD), que apresentam um modelo de diabetes autoimune, 

semelhante ao diabetes tipo 1 do humano. 
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.         Objetivos.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o efeito do cotransplante de ilhotas e células mesenquimais 

xenogênicas na prevenção da rejeição ou tolerância ao transplante de ilhotas em 

camundongos não obesos e diabéticos (non-obese diabetic, NOD).  

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) Isolar e cultivar células-tronco da medula óssea de rato;  

b) Expandir CTM da medula óssea de rato;  

c) Confirmar a identidade das CTM pela imunofenotipagem por citometria 

de fluxo e por diferenciação em osteócito, adipócito e condrócito;  

d) Avaliar a capacidade funcional das ilhotas das secções renais dos 

receptores a partir da análise de expressão de insulina e glucagon; 

e) Avaliar a influência do cotransplante de ilhotas e células mesenquimais 

xenogênicas nos marcadores inflamatórios e de rejeição do transplante 

em camundongos NOD; 

f) Avaliar se o cotransplante influencia a expressão de marcadores de 

tolerância ao xenotransplante de ilhotas em camundongos NOD. 
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.         Métodos.  
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3 MÉTODOS 

 

3.1 ANIMAIS  

 

Toda metodologia utilizada no presente estudo foi aprovada pelo Comitê de 

Ética no Uso de Animais (CEUA) da Pontifícia Universidade Católica do Paraná, 

parecer 111/2006. 

Para o presente estudo foram utilizados 62 ratos machos da linhagem Wistar 

e 16 camundongos diabéticos não-obesos (NOD). 

Os ratos da linhagem Wistar, com aproximadamente dois meses de idade, 

pesando entre 270-300 g, foram obtidos do biotério da Pontifícia Universidade 

Católica do Paraná (PUCPR), os quais foram os doadores das ilhotas pancreáticas e 

das CTM.  

Os camundongos NOD foram obtidos do Centro de Desenvolvimento de 

Modelos Experimentais (CEDEME) da Universidade Federal de São Paulo 

(UNIFESP), os quais constituíram a matriz inicial desta linhagem no biotério da 

PUCPR. Foram utilizadas as fêmeas, com aproximadamente 10 semanas de vida, 

pesando entre 25-30g, que desenvolveram diabetes.  

A glicemia dos animais foi monitorada com glicosímetro portátil Accu-Chek 

(Roche, EUA) e os animais detectados com diabetes (glicemia maior ou igual a 200 

mg/dl) foram tratados com insulina até um dia antes do transplante. 

Os camundongos NOD foram divididos em três grupos: 

a) NOD receptores de cotransplante de ilhotas e células mesenquimais 

xenogênicas (denominado grupo ‘IP + CTM’; n=5). 

b) NOD receptores de transplante de ilhotas xenogênicas (denominado grupo 

‘IP’; n=5). 

c) NOD não submetidos ao transplante (denominado grupo ‘controle’; n=6). 
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3.2 ISOLAMENTO, CULTIVO E EXPANSÃO DE CÉLULAS-TRONCO 

MESENQUIMAIS A PARTIR DA MEDULA ÓSSEA DE RATOS  

 

Para este procedimento, utilizou-se o protocolo descrito por Meirelles e Nardi 

(151). As medulas foram obtidas de ossos femorais de ratos Wistar com idade de 

aproximadamente dois meses. A medula foi exposta cortando-se as extremidades 

dos ossos e seu conteúdo interno foi retirado por lavagem (flushing) em PBS 

(Tampão fosfato salina, KCl 2,7mM, K3PO3 1,8mM, NaCl 137mM, Na3PO3 10,1mM), 

com o auxílio de uma seringa e agulha 16G. O material foi recolhido em meio DMEM 

(Invitrogen, EUA) centrifugado a 400 x g por 5 minutos a 24ºC e ressuspendido em 

meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e antibióticos (100 

µg/mL de estreptomicina, 100 UI/mL de penicilina, Gibco, EUA). Este procedimento 

foi repetido mais duas vezes para retirar todo o resquício de osso, cartilagem e 

músculo. Durante a última lavagem, as células foram pipetadas vigorosamente para 

separar qualquer grumo remanescente.  

As células foram semeadas em garrafas de cultura a uma densidade de 2x105 

células/cm2, em incubadora a 37ºC, em atmosfera úmida com tensão de 5% de CO2. 

Foi utilizado meio de cultura DMEM suplementado com 100 µg/mL de 

estreptomicina, 100 UI/mL de penicilina e 10% SFB (Hyclone, EUA). Após 24-48 

horas, as culturas foram lavadas 2 vezes em PBS 1 x para remoção das células não 

aderentes. O meio foi trocado a cada 2-3 dias, e as células foram rotineiramente 

observadas em microscópio óptico invertido com relação à sua morfologia e 

proliferação. Quando as células alcançavam confluência de aproximadamente 80%, 

procedia-se à dissociação celular, utilizando TrypLE™ Express (Gibco, Dinamarca), 

sendo distribuidas em novas garrafas na proporção de 5 x 104 células/cm2 

(passagem 1).  

Os cultivos caracterizados como CTM foram utilizados para os experimentos 

de transplante. 

As culturas foram expandidas até o quarto subcultivo, quando havia uma 

quantidade suficiente para serem utilizadas nos experimentos para caracterizar o 

seu fenótipo, conforme roteiro apresentado na Figura 5, para posteriormente, a 

realização dos transplantes. 
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IISSOOLLAAMMEENNTTOO  DDEE  MMOONNOONNUUCCLLEEAARREESS    

CCUULLTTIIVVOO  EE  EEXXPPAANNSSÃÃOO  EEMM  MMEEIIOO  PPAARRAA  CCÉÉLLUULLAA  TTRROONNCCOO  

  EEXXPPAANNSSÃÃOO  DDUURRAANNTTEE  44  SSUUBBCCUULLTTIIVVOOSS  

CCOOLLEETTAA  DDAA  MMEEDDUULLAA  

CCAARRAACCTTEERRIIZZAAÇÇAAOO  FFEENNOOTTÍÍPPIICCAA  
CCAARRAACCTTEERRIIZZAAÇÇÃÃOO  FFUUNNCCIIOONNAALL  

  

AADDIIPPOOGGÊÊNNIICCOO  

CCOONNDDRROOGGÊÊNNIICCOO  OOSSTTEEOOGGÊÊNNIICCOO  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 - Roteiro das etapas de isolamento, cultivo e caracterização das células-tronco 
mesenquimais.  
Fonte: Gonzalez e Aita, 2009 (152).  
 

 

3.3 CARACTERIZAÇÃO DAS CULTURAS 

 

3.3.1 Análise de marcadores de superfície 

Ao final do 4º subcultivo, alíquotas das culturas foram utilizadas para 

caracterização por citometria de fluxo. As células foram dissociadas da placa com 

solução de Tripsina/EDTA 0,25% a 37°C por 3 minutos , lavadas com PBS 1x e 1% 

SFB e contadas em câmara de Neubauer. Em microtubos de centrífuga, foram 

distribuídas aproximadamente 3 x 105 células/tubo e procedeu-se à centrifugação a 
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400 xg por 5 minutos a 4°C. O sedimento celular foi  ressuspendido em 50 µL de 

PBS contendo 1% SFB . Em cada tubo foi adicionado um dos seguintes anticorpos 

monoclonais anti-rato, numa diluição final 1:10 de acordo com as instruções do 

fabricante (todos da BD-Pharmingen, EUA): anti-CD29 e anti-CD45 conjugados ao 

isotiocianato de fluoresceína (FITC), e anti-CD73 conjugado à ficoeritrina (PE). Nos 

dois tubos restantes foram adicionados os controles isotípicos conjugados ao FITC e 

à PE (Tabela 1). Após 30 min de incubação a 4°C for am adicionados em cada tubo 

500 µL de PBS 1% SFB, e as células foram centrifugadas por 5 min a 400 xg. O 

sobrenadante foi removido e as células foram ressuspensas e fixadas em 500 µL de 

PBS com 2% de formaldeído (Merck, Alemanha), e transferidas para tubos próprios 

para citometria de fluxo. 

 

 

Tabela 1.  Anticorpos monoclonais (anti-rato) utilizados nos experimentos de fenotipagem das CTM 
por citometria de fluxo 

TUBO ANTICORPOS 

1 controle isotípico conjugado PE 

2 controle isotípico conjugado FITC 

3 anti-CD29 conjugado FITC 

4 anti-CD45 conjugado FITC 

5 anti-CD73 conjugado PE 

 

 

A análise das células foi realizada em citômetro de fluxo BD FACSCalibur (BD 

Biosciences, EUA). O equipamento foi ajustado para as condições de análise de 

tamanho e complexidade celular, e o ajuste de fluorescência foi realizado com 

auxílio dos controles isotípicos FITC e PE. Foram coletados 10.000 eventos de cada 

amostra, e os dados foram analisados com auxílo do software CellQuest Pro (BD 

Biosciences, EUA). 
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3.3.2 Ensaios de diferenciação  in vitro 

Para confirmar o potencial de diferenciação em linhagens mesenquimais 

(adipócito, condrócito e osteócito), as células (4º subcultivo) foram cultivadas em 

microplacas de 24 poços, os quais foram previamente recobertos com lamínulas de 

vidro redondas (Sarstedt, Alemanha). As células foram plaqueadas nos poços 

contendo as lamínulas, numa concentração de 1 x 104 células/mL, e permaneceram 

até atingirem a confluência adequada para o início do tratamento de diferenciação. 

Foram utilizados meios especiais de diferenciação, segundo o protocolo descrito por 

Pittenger e colaboradores (81), seguido de análise citoquímica para confirmação da 

diferenciação. 

Para a diferenciação osteogênica, as células foram semeadas em meio 

DMEM 10% SFB contendo 0,1 µM dexametasona, 10 mM β-glicerolfosfato e 0,2 mM 

ácido ascórbico 2-fosfato, durante 21 dias. As amostras controle receberam apenas 

meio DMEM 10% SFB. No final do tratamento, as lamínulas contendo as células 

diferenciadas e os controles foram fixadas com Bouin, coradas com Alizarin Red S e 

light Green Yellowish para tingir a deposição de cálcio, e montadas com Entellan. 

Para a diferenciação adipogênica, as células foram semeadas em meio 

contendo alta concentração de glicose (H-DMEM, 25mM) e 10% SFB, 1 µM 

dexametasona, 10 µg/mL insulina e 100 µM indometacina, durante 21 dias, trocando 

o meio cada 3-4 dias. Os controles receberam apenas H-DMEM 10% SFB. As 

lamínulas diferenciadas e o controle foram fixadas com Bouin e coradas com Oil red 

O, que tinge em vermelho os vacúolos lipídicos. As lâminas foram montadas em 

glicerol e seladas com esmalte. 

A diferenciação condrogênica foi induzida pela técnica de micromassa. 

Aproximadamente 250.000 células foram centrifugadas a 500 x g por 10 min e a 

seguir incubadas em meio contendo alta glicose (25 mM) e 1% SFB, 0,01 µM 

dexametasona, 10 ng/mL TGF-β, 1% de ITS (Invitrogen, EUA), 4 µg/mL ácido 

ascórbico 2P e 1 mM piruvato de sódio, durante 21 dias. No transcurso da 

diferenciação observou-se a formação de uma massa celular arredondada, a qual foi 

fixada com formalina 10%, submetida ao preparo de lâminas histológicas e coradas 

com Sirius red para detecção de colágeno. 

Todos os experimentos de diferenciação foram realizados em triplicata. 
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3.4 ISOLAMENTO E PURIFICAÇÃO DE ILHOTAS PANCREATICAS  

Para o isolamento de ilhotas foi seguido um protocolo já descrito por Sutton e 

colaboradores (153). 

Os ratos Wistar machos foram anestesiados através de injeção intraperitoneal 

de quetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) (Syntec, Brasil) e submetidos à 

laparotomia. Após visualização do ducto biliar comum, a porção distal deste ducto foi 

bloqueada com pinça de Kelly e o ducto biliopancreático foi canulado (cânula 23G, 

BD, Brasil) para injeção e perfusão do pâncreas com 6 ml de solução de colagenase 

tipo V (Sigma, EUA) em uma concentração de 0,5 mg/ml. Ao final da perfusão, com 

o órgão totalmente preenchido pela colagenase, foi realizada a pancreatectomia, 

dissecando-se o pâncreas da grande curvatura gástrica, do duodeno, do 

retroperitônio, do intestino grosso, do intestino delgado e do baço, sem romper a 

cápsula pancreática.  

Os pâncreas distendidos com colagenase foram colocados em tubo com 

solução de Hanks e a seguir em banho com água a 37ºC e incubados por 18 

minutos, para digestão enzimática do tecido. Para interromper a digestão, os tubos 

contendo os pâncreas digeridos foram colocados no gelo e adicionou-se 100 ml de 

meio CMRL (meio basal para cultivo de ilhotas, Mediatech, EUA) 10% SFB.   

Para remoção das células exócrinas e debris, inicialmente, o tecido digerido 

foi aspirado em seringa de 20 cc (BD, Brasil) com agulha de 16G (BD, Brasil) e o 

conteúdo foi filtrado em filtro com poros de 400 µm de diâmetro, e posteriormente 

centrifugado por 5 minutos a 400 xg a 4º C, sendo este procedimento de lavagem 

repetido por 3 vezes. 

O sedimento celular foi ressuspenso em 40 ml de meio CMRL 10% SFB. 

Para análise da digestão uma amostra de 50 µl foi acrescida de 5 µl de 

ditizona para coloração e observação em microscopia óptica. A solução foi 

preparada diluindo-se 100 mg de ditizona (Sigma, EUA) em 10 ml de DMSO (Merk, 

Alemanha), sendo então filtrada em filtro de 0,22 µm de diâmetro (TPP, Suiça). 

A ditizona liga-se ao zinco presente nas ilhotas, ligado a moléculas de 

insulina, portanto, ilhotas viáveis são coradas em vermelho. A coloração também é 

importante para verificar se as ilhotas não estão mais embebidas no tecido acinar, 

como uma forma de análise da digestão.  
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Após a digestão, o método de purificação utilizado para separação das ilhotas 

do tecido acinar foi com gradiente descontínuo de Ficoll.  

Inicialmente, foi realizada a montagem do gradiente utilizando Ficoll 

específico para purificação de ilhotas (CellGro, EUA) de diferentes densidades: 

1.110 g/cm3, 1.096 g/cm3, 1.069 g/cm3 e 1.037 g/cm3. 

A densidade de 1.110 g/cm3 foi conseguida a partir da diluição de 2 ml do 

Ficoll de densidade 1.132 g/cm3 em 15 ml da solução de ficoll e 1.108 g/cm3.  

O pellet contendo as ilhotas isoladas (não mais que 1,5 ml por gradiente) foi 

diluído em 15 ml da solução de ficoll com densidade de 1.110 g/cm3, formando a 

base do gradiente em um tubo de 50 ml.  

A seguir foram adicionadas lentamente sobre a solução de base, as demais 

soluções de ficoll, respeitando-se a seguinte ordem: 12 ml da densidade 1.096 

g/cm3, 10 ml da 1.069 g/cm3 e 10 ml da 1.037 g/cm3. 

Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 4º C por 15 minutos a 2000 

rpm, sem freio, e as ilhotas pancreáticas foram coletadas das interfaces entre as 

soluções de Ficoll 1.096/1.069 g/cm3. As ilhotas recuperadas foram ressuspensas 

em meio de lavagem 10% SFB, centrifugadas a 4º C por 5 min a 1700 rpm. O pellet 

foi novamente ressuspenso em meio 10% SFB e centrifugado a 4º C por 5 minutos a 

1000 rpm.  

Para a contagem do número das ilhotas isoladas, estas foram ressuspensas 

em 2 ml de meio CMRL 10% SFB e retiradas 10 aliquotas de 20 µl as quais foram 

colocadas em placa de Petri. As ilhotas foram contadas sob visão direta de 

microscópio com aumento de 100 vezes. A fórmula usada para calcular o número de 

ilhotas foi: média do nº total de ilhotas (10 gotas) x 100 = nº total de ilhotas em 2 ml. 

As ilhotas obtidas foram, então, utilizadas imediatamente para o transplante. 

 

 

3.5 COTRANSPLANTE DE CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS E ILHOTAS 

PANCREÁTICAS  

 

O transplante foi realizado em 10 camundongos NOD com diabete confirmado 

(glicemia maior ou igual 200 mg/dl avaliada por glicosímetro portátil), sendo que 5 
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NOD receberam o transplante de ilhotas pancreáticas (grupo denominado ‘IP’) e 5 

receberam o cotransplante de ilhotas pancreáticas e CTM (grupo denominado 

‘IP+CTM’), tendo os ratos Wistar como doadores das ilhotas pancreáticas e das 

células-tronco mesenquimais. Camundongos NOD não submetidos ao transplante 

foram considerados o grupo controle (n=6). Os animais dos grupos ‘IP’ e ‘IP+CTM’ 

foram anestesiados com quetamina 100 mg/kg e xilazina 10 mg/kg (Syntec, Brasil). 

Foi realizada incisão cutânea para exposição do rim esquerdo e no grupo ‘IP+CTM’ 

as ilhotas foram cotransplantadas com as CTM (aproximadamente 500 ilhotas e 1,5 

x 104 CTM, em um volume máximo de 5 µl), e na cápsula renal, utilizando-se seringa 

acoplada com cateter para infusão. Após, a cápsula renal foi cauterizada e a incisão 

cutânea foi suturada com fio de polipropileno 6,0 (Ethicon, Brasil). 

A glicemia dos animais foi analisada diariamente pelo período de 4 dias, com 

glicosímetro portátil, para verificação da reversão do diabetes. Foi utilizado como 

grupo controle animais transplantados somente com ilhotas.  

Após 4 dias do transplante, os animais foram submetidos à nefrectomia 

esquerda e um fragmento de aproximadamente 2 mm, compreendendo o pellet das 

células implantadas, foi retirado do tecido renal e armazenado em 1 ml de RNAlater 

(LifeTechnologies, EUA), que preserva o material genético (RNA). Essas amostras 

foram utilizadas para os ensaios de PCR em tempo real, nos quais foram avaliadas 

as expressões dos genes de insulina e glucagon e, de citocinas e quimiocinas 

envolvidas no processo de rejeição e tolerância imunológica ao transplante. 

 

 

3.6 ANÁLISE DA EXPRESSÃO GÊNICA POR PCR EM TEMPO REAL 

 

O tecido armazenado em RNAlater foi utilizado nos ensaios de PCR tempo 

real para avaliar o perfil de expressão de citocinas envolvidas no processo de 

rejeição e tolerância ao transplante. Além disso, a expressão de insulina e glucagon 

foi avaliada. 
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3.6.1 Extração e Purificação de RNA 

 

Amostras de RNA foram isoladas dos tecidos contendo o implante celular, de 

ilhotas pancreáticas apenas ou de ilhotas e CTM, para avaliar por PCR em Tempo 

Real a expressão de marcadores inflamatórios, de rejeição ou de tolerância 

imunológica ao transplante.  

Para a extração e purificação do RNA total foi utilizado o InviTrap® Spin 

Universal RNA Mini Kit (Invitek, Alemanha).  

Amostras dos tecidos dos rins (aproximadamente 20 mg cada) que receberam 

os dois diferentes tipos de transplante (ilhotas pancreáticas ou ilhotas pancreáticas e 

CTM), e dos controles (tecidos dos rins direitos, não submetidos ao transplante) 

foram retiradas da solução RNAlater, fragmentadas e submetidas ao processo de 

lise, utilizando “Zirconia beads” e uma solução de lise com B-mercaptoetanol, 

conforme instruções do fabricante.  

A solução de lise contém partículas que se ligam ao DNA, que por sua vez foi 

removido nos subsequentes processos de centrifugação, sem a necessidade de 

digestão a partir de DNase. 

Após a remoção do DNA genômico, outros contaminantes residuais foram 

também removidos utilizando-se as diferentes soluções tampão de lavagem que 

constituem o kit, finalizando o processo de purificação do RNA com a eluição do 

mesmo. A concentração do RNA obtido foi determinada em espectrofotômetro 

Nanodrop (Nanodrop Technologies, EUA). Foram utilizadas apenas as amostras de 

RNA que apresentaram relação A260/A280 em torno de 2,0. As amostras foram 

armazenadas a -80º C, até o momento da análise. 

 

 

3.6.2 Síntese de cDNA 

 

O RNA total isolado dos tecidos foi utilizado como template para a síntese de 

cDNA em uma reação de transcrição reversa, utilizando-se o kit ProtoScript® M-

MuLV First Strand cDNA Synthesis (New England Biolabs, EUA). Para cada 
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amostra, a reação foi preparada com 1 µg de RNA total, 2 µl de oligonucleotídeos – 

d(T)23VN (50 µM) – e H2O livre de nucleases para um volume final de 8 µl. As 

amostras foram incubadas a 70ºC por 5 minutos e centrifugadas brevemente. Em 

seguida, foram adicionados para cada amostra 10 µl do mix de reação (solução 

tampão e dNTPs) e 2 µl do mix de enzima (transcriptase reversa e inibidor de RNase 

murina), totalizando 20 µl por tubo. A reação foi incubada em termociclador por 1 

hora a 42 ºC. A seguir, a enzima foi inativada a 80 ºC por 5 minutos, e a reação foi 

diluída para um total de 50 µl com água para PCR. O produto de cDNA foi aliquotado 

e armazenado a -20 ºC.  

 

 

3.6.3 PCR em Tempo Real 

 

Os cDNAs das diferentes amostras foram comparados em relação à 

expressão gênica de insulina, glucagon e de citocinas envolvidas no processo de 

rejeição e de tolerância imunológica ao transplante. Como controle foram utilizados 

cDNAs de tecido renal não transplantado.  

O estudo da amplificação dos genes foi realizado pela técnica de PCR 

quantitativo, a qual é baseada no monitoramento da fluorescência da amplificação 

de DNA ciclo a ciclo. O número de cópia dos genes foi determinado utilizando-se o 

EvaGreen, um corante fluorescente intercalante de DNA que é captado pelo 

termociclador a cada novo ciclo da reação de PCR e permite que o aparelho 

desenhe uma curva de amplificação para cada amostra.  

Foram realizadas diluições seriadas (1:5) das amostras para obter a curva de 

calibração. A concentração das amostras foi ajustada para 20 ηg/µL. Todas as 

reações foram realizadas em triplicata, contendo 1 µL do cDNA, 1 µL do primer 

Forward (10 µM) e 1 µL do primer Reverse (10 µM) e 10 µL de EvaGreen® (Biotium, 

EUA), e compostas de um controle de contaminação da reação ausente de material 

genético. As reações de amplificação e quantificação dos produtos formados foram 

realizadas no termociclador 7500 Real Time PCR (Applied Biosystems). Os genes 

avaliados nesta análise de expressão diferencial e os respectivos oligonucleotídeos 

iniciadores (primers) estão descritos na tabela 2. 
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Tabela 2.  Genes analisados por PCR em tempo real nas amostras das secções renais e suas 
respectivas seqüências dos oligonucleotídeos iniciadores (primers) utilizados. 

Gene  Sequencia  

Insulina (rato) 

 

senso 5’ GGTTTCTTCTACACACCCAGTCCC 3’ 

antissenso 

 

5’ TCCACAATGCCACGCTTCTGC 3’ 

 

Glucagon 

(rato) 

 

senso 5’ CAAACGCCATTCACAGGGCAC 3’ 

antissenso 

 

5’ CGGTTCCTCTTGGTGTTCATCAAC 3’ 

 

Foxp3 

(camundongo) 

 

senso 5’ CCCAGGAAAGACAGCAACCTT 3’ 

antissenso 

 

5’ TTCTCACAACCAGGCCACTTG 3’ 

 

Interferon 

gama 

(camundongo) 

 

senso 5’ ACTCTAACATGCCACAAAACCATAG 3’ 

antissenso 

 

5’ CTTCCAGTTTTATACCTGATCGAAG 3’ 

 

Interleucina 4 

(camundongo) 

 

senso 5’ GAGTTAAAGTTGCTGAAACCAAGG 3’ 

antissenso 

 

5’ ATTTTCCAATTGGTCTGATTTCAC 3’ 

 

Interleucina 1 β 

(camundongo) 

 

senso 5’ TCTTCCTAAAGTATGGGCTGGA 3’ 

antissenso 

 

5’ AAAGGGAGCTCCTTAACATGC 3’ 

 

Interleucina 6 

(camundongo) 

 

senso 5’ CGCTATGAAGTTCCTCTCTGC 3’ 

antissenso 

 

5’ TTGGGAGTGGTATCCTCTGTG 3’ 

 

Interleucina 10 

(camundongo) 

 

senso 5’ TGAATTCCCTGGGTGAGAAGCTGA 3’ 

antissenso 

 

5’ TGGCCTTGTAGACACCTTGGTCTT 3’ 

 

TNF alfa 

(camundongo) 

 

senso 5’ GATTATGGCTCAGGGTCCAA 3’ 

antissenso 

 

5’ CCCAGCATCTTGTGTTTCTG 3’ 

 

MCP-1 

(camundongo) 

 

senso 5’ GCCCTAAGGTCTTCAGCACCTT 3’ 

antissenso 

 

5’ TGCTTGAGGTGGTTGTGGAA 3’ 

 

GAPDH 

(camundongo) 

senso 5’ GACAATGAATACGGCTACAGCAACAGG 3’ 

antissenso 5’ GTTGGGATAGGGCCTCTCTTGCTCA 3’ 
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As condições da PCR foram ajustadas para cada primer utilizando um 

protocolo de amplificação constituído de 45 ciclos com desnaturação a 95 ºC por 30 

segundos, anelamento a 58 ºC por 30 segundos e extensão a 72 ºC por um minuto. 

O gerenciamento do termociclador e a coleta dos dados durante a amplificação 

foram realizados pelo programa 7500 System SDS Software (Applied Biosystems). 

 

 

3.6.4 Análise dos resultados da PCR em Tempo Real 

 

Os resultados dos experimentos de PCR em Tempo Real foram analisados 

através do programa 7500 System SDS Software. Foi definido manualmente um 

threshold que estivesse na fase exponencial de amplificação do gene, sendo que a 

intersecção da curva de amplificação com o threshold forneceu o CT (Threshold 

cycle – o ciclo onde a fluorescência se encontra estatisticamente acima da linha 

basal) da amostra analisada. 

Foi utilizado um método de quantificação relativa para analisar os dados. 

Assim, para cada cDNA analisado eram realizadas duas reações, sendo uma 

utilizando primers para o gene analisado e outra utilizando primers para um controle 

endógeno (gene housekeeping). Neste caso, foi utilizado o gene GAPDH e a 

diferença entre os CT dos dois genes foi definida como ∆CT. 

Teoricamente, em uma reação de PCR a quantidade de produto formado é 

duplicada a cada ciclo, portanto, a diferença entre uma amostra analisada e uma 

amostra de referência é dada pelo ganho em cada ciclo (2 vezes) elevado a 

diferença de ∆CT das duas amostras (154). Entretanto, na prática a eficiência dos 

primers não é sempre 100%, ou seja, ocorre um ganho menor que 2 vezes entre 

cada ciclo de PCR, sendo que o valor da eficiência do primer deve ser considerado, 

substituindo 2 pela eficiência do primer da amostra (E). 

Portanto, a partir dos valores de CT encontrados, foi calculado o valor de 2-

∆∆CT (155), onde:  

 

2-∆∆CT =  (1 + E) -∆CT do gene alvo 

  (1 + E) -∆CT do gene controle 
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E = eficiência da reação de PCR 

∆Ct do gene alvo = diferença entre o valor de CT da amostra desconhecida e da amostra controle (CT 

médio dos linfócitos normais) para este gene 

∆CT do gene controle = diferença entre o valor de CT da amostra desconhecida e da amostra controle 

(CT médio dos linfócitos normais) para este gene 

 

O cálculo do 2-∆∆CT pode ser usado se as eficiências de amplificação do gene 

alvo e do gene controle apresentarem valores muito próximos. De modo a 

comprovar a eficiência da reação, o gene alvo e o gene controle foram amplificados, 

para a mesma amostra, em diluições seriadas. A partir dos valores de CT de cada 

uma das diluições, o termociclador desenha uma reta, formada a partir dos valores 

de CT e da concentração da amostra em cada uma das diluções. As reações que 

apresentarem inclinação da reta “slope” entre 3,1 e 3,9 foram consideradas dentro 

do padrão de eficiência aceitável.  

Todas as amplificações foram finalizadas com a curva de dissociação, a qual 

foi realizada para verificar a especificidade da amplificação e confimar ausência de 

formação de dímeros de primer ou qualquer outro produto inespecífico.  
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.        Resultados.  
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4  RESULTADOS 

 

4.1 ISOLAMENTO E CULTIVO DE CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS  

 

As CTM de medula óssea de fêmures de ratos Wistar foram obtidas como 

descrito na sessão de Métodos. O rendimento médio de células mononucleares 

totais foi de 5,3 x 107 ± 9,4 x 107 células/animal (n = 8). A viabilidade celular avaliada 

por azul de Tripan foi, em média, de 98,6% ± 0,2. As colônias de células com 

morfologia fibroblastóide começaram a aparecer nos frascos de cultivo em 4 dias. 

Após uma a duas semanas, as células atingiam 80% de confluência na placa, 

quando eram então tripsinizadas e transferidas a uma nova placa em uma diluição 

1:3. As células foram submetidas a 4 subcultivos antes do transplante. 

 

4.2 CARACTERIZAÇÃO DAS CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS   

 

Após o 4º subcultivo, as células foram caracterizadas através de técnicas de 

citoquímica (caracterização funcional) e de citometria de fluxo (imunofenotipagem), 

para confirmar sua origem mesenquimal. 

 

4.2.1 Imunofenotipagem 

 

As células de um cultivo na 4a passagem foram marcadas com anticorpos 

anti-CD29-FITC, CD45-FITC e CD73-PE, em tubos separados. O resultado deste 

experimento está ilustrado na figura 6. Pode-se observar que a grande maioria das 

células foi positiva para os marcadores mesenquimais CD29 e CD73. Em relação ao 

marcador CD45, aproximadamente 90% das células foram negativas.  
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Figura 6 . Imunofenotipagem de células-tronco mesenquimais da medula óssea de ratos Wistar 
no 4º. subcultivo . Os histogramas apresentam a porcentagem de células reativas com os anticorpos 
testados. Em A e B, estão demonstradas as porcentagens de reatividade para os marcadores de 
superfície característicos de CTM. Em C, a porcentagem de reatividade para marcadores de 
superfície hematopoiéticos. 
 

 

4.2.2 Citoquímica 

 

A caracterização funcional foi realizada pela demonstração do seu potencial 

de diferenciação em osteócitos, adipócitos e condrócitos. 

CD29 CD45 CD73 
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A diferenciação osteogênica foi confirmada pela coloração com Alizarin Red S 

demonstrando a presença de depósitos de cálcio na matriz. As setas indicam a 

calcificação que aparece como regiões escuras na matriz secretada. Várias regiões 

calcificadas foram observadas nas culturas diferenciadas (Figura 7A), e não foi 

observada no controle (Figura 7B). 

A diferenciação adipogênica foi confirmada pela coloração com Oil Red O 

demonstrada pela a presença de vacúolos lipídicos nas células. Uma fração 

significativa da cultura apresentou células com múltiplos vacúolos lipídicos corados 

em vermelho (Figura 7C), os quais não foram observados no controle (Figura 7D).  

A diferenciação condrogênica foi induzida pela técnica de micromassa. No 

transcurso da diferenciação observou-se a formação de uma massa redonda, a qual 

foi fixada com formalina 10% e submetida ao preparo de lâminas histológicas e 

coradas com Sirius red para detecção de colágeno. A presença de colágeno foi 

evidenciada em toda a cultura, por coloração com Sirius red (Figura 7E). A figura 7F 

mostra a cultura diferenciada sem a coloração Sirius red. Nestes experimentos não 

foi possível a realização de um controle negativo porque o meio de controle, sem os 

fatores que induzem a diferenciação, não formou um pellet celular similar ao das 

células diferenciadas (condrócitos). 
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Figura 7.  Diferenciação das células-tronco mesenquimais (CTM)  da medula óssea de rato em 
adipócitos, osteócitos e condrócitos . Diferenciação osteogênica na cultura diferenciada (A) e 
controle (B), (100X), coradas com Alizarin Red S. As setas indicam a presença de depósitos de cálcio 
que aparece como regiões escuras na matriz secretada (A); Diferenciação adipogênica na cultura 
diferenciada (C) e controle (D), (200X). A diferenciação adipogênica foi confirmada pela coloração 
com Oil Red O demonstrada pela presença de vacúolos lipídicos nas células, indicados pelas setas 
(C); Diferenciação condrogênica na cultura diferenciada demonstrando o colágeno corado com Sirius 
red (D) e condrócito corado com Hematoxilina eosina (F), (400X). 

 

 

4.3 EFEITO DO COTRANSPLANTE DE ILHOTAS E CTM NA GLICEMIA 

 

A 

B 
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Os animais dos grupos ‘IP’ e ‘IP+CTM’ foram transplantados com o mesmo 

número de ilhota (500), sendo que o grupo do cotransplante recebeu também 50.000 

células mesenquimais. 

A glicemia dos animais foi monitorada a partir de amostras de sangue da veia 

caudal, antes e após o transplante, utilizando glicosímetro portátil. Na figura 8, estão 

demonstrados os níveis glicêmicos apenas até 24 horas pós-transplante, pois a 

partir desse momento a glicemia de muitos animais elevou-se significativamente, 

aparecendo apenas a expressão “high” na leitura da glicemia no glicosímetro, 

impedindo a análise estatística dos dados, após esse período. 

ão houve diferença nos níveis glicêmicos entre NOD transplantados com 

ilhotas pancreáticas (n=5) ou com ilhotas e CTM (n=5), antes (472,4±138,3 e 

434,7±126,1 mg/dl, respectivamente; p=0,76), e 24 horas após o transplante 

(398,8±125,2 e 323,4±112,6 mg/dl, respectivamente; p=0,46). Entretanto, após 6 

horas do transplante, o grupo ‘IP+CTM’ apresentou uma redução significativa da 

glicemia quando comparado ao pré-transplante (p=0,0009), além disso, apresentou 

níveis glicêmicos significativamente menores que o grupo ‘IP’ (p=0,002) no mesmo 

período (140,5±38,2 e 369,2±89,9 mg/dl, respectivamente) (Figura 8).  

 

 

  
Figura 8 . Níveis glicêmicos (mg/dl) dos camundongos diabético s não-obesos (NOD) 
transplantados com ilhotas pancreáticas (grupo ‘IP’ ; n=5) (coluna azul) ou com ilhotas 
pancreáticas associadas com células-tronco mesenqui mais (grupo ‘IP+CTM’; n=5) 
(coluna vermelha) antes, 6 e 24 horas após o transp lante.  Os valores de glicemia estão 
apresentados em média ± erro padrão. A comparação entre os grupos foi realizada 
utilizando o teste t de Student (para a comparação do mesmo grupo em momentos 

p=0,0009 

p=0,002 
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diferentes foi utilizado teste t de Student pareado). Foi considerada diferença estatística 
significativa os valores de p<0,05. 

 

 

4.4 ANÁLISE DE MARCADORES DE REJEIÇÃO E TOLERÂNCIA AO 

TRANSPLANTE DE ILHOTAS  

 

No 4º dia pós-transplante os animais foram submetidos à nefrectomia. 

Secções dos rins removidos foram armazenados em RNAlater (Qiagen, EUA) para 

análise da expressão de marcadores celulares de inflamação, rejeição e tolerância 

imunológica por PCR em tempo real. 

 

 

 

4.4.1 Expressão do GAPDH como controle endógeno 

 

Conforme descrito na seção de Métodos deste trabalho, a quantificação da 

expressão dos genes foi feita de forma relativa, isto é, pela comparação da 

expressão em um grupo exposto a um estímulo ao grupo não exposto, denominado 

grupo controle. Com o intuito de corrigir possíveis variações na quantidade de RNA 

inicial empregada em cada reação, assim como variações decorrentes da pipetagem 

manual dos reagentes, optou-se pela utilização do gene GAPDH como controle 

endógeno.   

A quantificação da expressão desse gene nos diferentes grupos estudados foi 

expressa em valores de Ct (Tabela 3). 

 
 
 
Tabela 3. Expressão do gene GAPDH nas diferentes am ostras pela técnica de PCR em tempo 
real.  Média e desvio-padrão dos valores de CT obtidos nas amostras de tecido renal de 
camundongos NOD (non obese diabetic, diabéticos não obesos) que receberam implante de ilhotas 
pancreáticas (IP), células-tronco mesenquimais e ilhotas pancreáticas (IP+CTM), e que não 
receberam implante celular (controle). 
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Grupos  

IP 
(n=5) 

IP+CTM  
(n=5) 

Controle  
(n=6) 

25,0 ± 0,7a 24,8 ± 0,2a 25,6 ± 1,1a 
Letras distintas entre grupos indicam diferença estatística significativa (p < 0,05). Teste t de Sudent. 
 

 
 
 

O gene GAPDH foi detectado em quantidade similar em todos os grupos 

experimentais, sem apresentar uma diferença estatística significante entre os 

valores médios dos grupos controle e dos submetidos ao cotransplante (IP+CTM) 

(p=0,10) e ao transplante de ilhotas (IP) (p=0,26) e na comparação dos submetidos 

ao transplante de ilhotas (IP) com os do cotransplante (IP+CTM) (p=0,57) (Tabela 3). 

Essa ausência de variação na expressão do gene controle endógeno também pode 

ser interpretada como um indicador da integridade do RNA extraído, da adequada 

síntese de cDNA na reação de transcrição reversa e da boa amplificação do produto 

durante a PCR. 

 

 

4.4.2 Expressão de insulina e glucagon 

 

Similarmente ao realizado para o gene GAPDH, a técnica da RT-PCR em 

tempo real foi utilizada para detectar a expressão dos demais genes alvo em todos 

os grupos experimentais analisados.  

Os genes de insulina e glucagon foram utilizados para avaliar a presença e 

função das ilhotas pancreáticas implantadas. 

A quantificação da expressão dos genes glucagon e insulina foi expressa em 

valores de ∆∆CT (Figura 9), utilizando a expressão do gene GAPDH como fator de 

normalização. 

A expressão relativa de insulina e glucagon nos animais transplantados está 

demonstrada em número médio de vezes que o gene foi expresso em relação aos 

níveis de expressão do grupo controle. O gene da insulina apresentou uma 

expressão média superior a 14 vezes nos animais transplantados, em ambos os 

grupos, os que receberam apenas ilhotas (IP; n=5) e aqueles que receberam o 
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cotransplante de ilhotas mais células mesenquimais (IP+CTM; n=5), quando 

comparados ao grupo controle (n=6), que não recebeu transplante de ilhotas. 

 

    

 
 
Figura 9. Expressão dos genes de insulina e glucago n. Quantificação relativa da expressão dos 
genes Insulina (A) e Glucagon (B) nas amostras de tecido renal de camundongos NOD (non obese 
diabetic, diabéticos não obesos) que receberam implante de ilhotas pancreáticas (IP; n=5) ou 
cotransplante de ilhotas e células-tronco mesenquimais (IP+CTM; n=5) em relação ao grupo controle 
(n=6), pela técnica de PCR em tempo real, normalizado pelo controle endógeno GAPDH. Valores de 
expressão apresentados em média ± erro padrão. A comparação entre os grupos foi realizada 
utilizando o test t de Student. Foi considerada diferença estatística significativa os valores de p<0,05. 
  
 

Não foi observada diferença significativa na expressão de insulina (18,6±3,4 

vs. 14,7±1,6; p=0,27) e glucagon (10,8±3,3 vs. 8,2±2,0, p=0,51), entre os grupos ‘IP’ 

e ‘IP+CTM’, respectivamente. 

A expressão dos genes de insulina e glucagon demonstram uma atividade 

das ilhotas implantadas, já que o tecido renal, que recebeu o enxerto, não secreta 

esses hormônios.  

 

4.4.3 Expressão de citocinas pró-inflamatórias e qu imiocinas 

A expressão relativa de IFN-γ, IL-1β, TNF-α e MCP-1 nos animais 

transplantados está demonstrada em número médio de vezes que o gene foi 

expresso em relação aos níveis de expressão do grupo controle (Figura 10).  

Insulina Glucagon 

A B 
p<0,0001 

p<0,0001 

p=0,004 

p=0,0006 
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Figura 10. Expressão dos genes de marcadores pró-in flamatórios . Quantificação relativa da 
expressão dos genes Interferon-γ (IFN-γ) (A), Interleucina-1β (IL-1β) (B), Fator de necrose tumoral-α 
(TNF-α) (C) e Proteína quimiotática de monócitos-1 (MCP-1) (D) nas amostras de tecido renal de 
camundongos NOD (non obese diabetic, diabéticos não obesos) que receberam implante de ilhotas 
pancreáticas (IP; n=5) ou cotransplante de ilhotas e células-tronco mesenquimais (IP+CTM; n=5) 
em relação ao grupo controle (n=6), pela técnica de PCR em tempo real, normalizado pelo controle 

IFN-γ IL-1β 

TNF-α MCP-1 

p=0,69 

p=0,04 

 

A B 

C D p=0,01 

 
p=0,01 
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endógeno GAPDH. Valores de expressão apresentados em média ± erro padrão. A comparação 
entre os grupos foi realizada utilizando o test t de Student. Foi considerada diferença estatística 
significativa os valores de p<0,05. 
  
 
 

Todos os genes foram amplificados, demonstrando a expressão desses 

marcadores no grupo ‘IP’ (n=5) e no grupo ‘IP+CTM’ (n=5). Todos os marcadores 

apresentaram uma maior expressão no grupo transplantado apenas com ilhotas, 

sendo esta diferença considerada significativa (p<0,05), exceto para o gene de IFN-

γ. Este gene apresentou, em relação ao grupo controle, um aumento médio de 

34,1±15,1 no grupo ‘IP’ e 30,5±14,8 no grupo que recebeu o cotransplante 

(IP+CTM), sendo que a diferença entre os grupos transplantados não foi 

estatisticamente significante (p=0,69).  

  
 

4.4.4 Expressão de Interleucina-6  

A expressão relativa de IL-6 nos animais transplantados está demonstrada 

em número médio de vezes que o gene foi expresso em relação aos níveis de 

expressão do grupo controle (Figura 11).  

 

 
 

Figura 11. Expressão do gene da Interleucina-6  (IL-6). 
Quantificação relativa da expressão do gene de IL-6 nas amostras 
de tecido renal de camundongos NOD (non obese diabetic, 
diabéticos não obesos) que receberam implante de ilhotas 
pancreáticas (IP; n=5) ou cotransplante de ilhotas e células-tronco 

p=0,07 
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mesenquimais (IP+CTM; n=5) em relação ao grupo controle (n=6), 
pela técnica de PCR em tempo real, normalizado pelo controle 
endógeno GAPDH. Valores de expressão apresentados em média 
± erro padrão. A comparação entre os grupos foi realizada 
utilizando o test t de Student. Foi considerada diferença estatística 
significativa os valores de p<0,05. 

 
 Não foi observada diferença significativa na expressão de IL-6 (13,6±2,2 vs. 

39,4±11,25), entre os grupos ‘IP’ e ‘IP+CTM’, respectivamente O gene da IL-6 

apresentou uma tendência a ser mais expresso nos animais que receberam o 

cotransplante de ilhotas e CTM, mas a diferença não foi estatisticamente significante 

(p=0,07).  

 

 

4.4.5 Expressão de citocinas anti-inflamatórias e d o fator nuclear Foxp3 

 

A expressão relativa de IL-4, IL-10 e do fator de transcrição nuclear Foxp3 

está demonstrada em número médio de vezes que o gene foi expresso em relação 

aos níveis de expressão do grupo controle (Figura 12).  

Todos os genes foram amplificados, demonstrando a expressão desses 

marcadores no grupo ‘IP’ (n=5) e no grupo ‘IP+CTM’ (n=5). Todos os marcadores 

apresentaram uma maior expressão no grupo de animais que receberam o 

cotransplante (IP+CTM) sendo essa diferença considerada estatisticamente 

significante (p<0,05). 
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Figura 12. Expressão dos genes das citocinas anti-i nflamatórias e do fator de transcrição 
nuclear Foxp3.  Quantificação relativa da expressão dos genes Foxp3 (A), Interleucina-4 (IL-4) (B) e 
Interleucina-10 (IL-10) (C) nas amostras de tecido renal de camundongos NOD (non obese diabetic, 
diabéticos não obesos) que receberam implante de ilhotas pancreáticas (IP; n=5) ou cotransplante de 
ilhotas e células-tronco mesenquimais (IP+CTM; n=5) em relação ao grupo controle (n=6), pela 
técnica de PCR em tempo real, normalizado pelo controle endógeno GAPDH. Valores de expressão 
apresentados em média ± erro padrão. A comparação entre os grupos foi realizada utilizando o test t 
de Student. Foi considerada diferença estatística significativa os valores de p<0,05. 
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.         Discussão.  
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5 DISCUSSÃO 

O transplante alogênico de ilhotas é uma opção minimamente invasiva para a 

reposição de células β em indivíduos com DM1 complicado, caracterizado por 

recorrentes eventos de hipoglicemia e/ou por labilidade glicêmica.  

Atualmente, o transplante consegue normalizar a glicemia, mas a 

independência ao uso de insulina é por curto prazo. Apesar disso, mesmo na 

ausência da independência insulínica, um transplante de ilhotas pode proteger os 

pacientes de graves episódios de hipoglicemia à medida que uma função residual do 

enxerto seja mantida, evidenciada pela produção de peptídeo C, que é um marcador 

utilizado na prática clínica para avaliação da resposta secretora das células β 

pancreáticas (156). Após 5 anos do transplante, aproximadamente 10% dos 

pacientes não mantém a independência à insulina, entretanto, 80% dos receptores 

continuam produzindo peptídeo C. Barton e colaboradores (157) relataram a partir 

dos dados do CITR (do inglês Collaborative Islet Transplant Registry) que o peptídeo 

C tem forte correlação com todos os outros resultados primários referentes ao 

transplante de ilhotas, ou seja, quanto maior o peptídeo C, maior a probabilidade de 

HbA1c <6,5%, maior a probabilidade de ausência de eventos graves de 

hipoglicemia, maior a probabilidade de glicemia de jejum na faixa de 60-140 mg/dL, 

e maior será a probabilidade de independência da insulina.  

Em alguns países o transplante de ilhotas tem sido considerado como não-

experimental na última década, onde a relação de risco entre a hipoglicemia grave e 

a imunossupressão foi considerada justificável em pacientes cuidadosamente 

selecionados. O transplante de ilhotas continua sendo um procedimento 

experimental na maioria dos países, incluindo Brasil e os Estados Unidos, sendo que 

este aguarda por resultados formais de ensaios clínicos de Fase III em andamento 

para justificar sua realização como procedimento padrão para o tratamento do DM1 

lábil (157).  

As atuais sobrevida curta do enxerto, necessidade de múltiplos doadores e 

imunossupressão durante toda a sobrevida do enxerto, motivam a busca de novas 

estratégias e propostas de diferentes grupos em todo o mundo para adequações de 

protocolos de seleção de pacientes, de isolamento e purificação de ilhotas, de 
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imunossupressão e de estratégias para minimizar a inflamação pós-transplante e 

induzir tolerância ao enxerto. 

Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo principal avaliar o efeito 

do cotransplante de ilhotas e células-tronco mesenquimais xenogênicas na 

prevenção da rejeição do transplante de ilhotas em um modelo experimental de 

DM1. Mais especificamente, utilizar a terapia celular para induzir a tolerância 

imunológica às ilhotas transplantadas. 

As CTM da medula de ratos Wistar foram isoladas e expandidas em cultivos 

in vitro. Para comprovar a origem mesenquimal, as células foram caracterizadas 

quanto ao fenótipo de antígenos de superfície e capacidade de diferenciação em 

linhagens mesenquimais. 

Por técnica de citometria de fluxo comprovou-se a expressão nas células 

isoladas, dos antígenos CD29 e CD73, que são típicos de CTM murinas, e a 

ausência de CD45, um marcador de célula-tronco hematopoiética (69). Os 

resultados foram claramente positivos nos ensaios funcionais de diferenciação em 

linhagens mesenquimais, concluindo-se que estas células tratavam-se realmente de 

CTM. 

As células mesenquimais de diferentes tecidos vêm sendo estudadas em 

relação ao seu papel imunomodulador nas mais variadas doenças incluindo doença 

do enxerto contra o hospedeiro (DECH), doença de Crohn e DM1. 

Recente estudo demonstrou uma tolerância imunológica ao transplante de 

ilhotas associadas às células mesenquimais, com supressão da resposta de células 

T e diminuição de citocinas pró-inflamatórias relacionadas ao processo de rejeição. 

Para tanto, os autores realizaram as análises em amostras de sangue periférico e de 

medula óssea (158). Nosso estudo pretendeu mostrar uma resposta local ao 

transplante, utilizando a técnica de PCR em tempo real. 

O modelo experimental utilizado neste estudo, camundongos NOD, 

desenvolve espontaneamente o diabetes autoimune, servindo como modelo para o 

DM1 humano. Por se tratar de uma autoimunidade, esse camundongo pode 

apresentar uma recorrência da doença autoimune de origem, levando à destruição 

das ilhotas implantadas, além da rejeição propriamente dita. Ou seja, mesmo 

quando a rejeição do enxerto é prevenida ou quando o transplante isogênico é 

realizado, as ilhotas podem ser destruídas por um ataque do sistema imunológico, 

assemelhando-se ao processo anterior do diabetes (159). 
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Essa resposta inflamatória normalmente está relacionada com a falência 

precoce do enxerto, definida como a imediata destruição das ilhotas transplantadas, 

sendo um processo mediado principalmente por macrófagos, que ocorre antes da 

rejeição imunológica ao enxerto (160-163). Essa teoria foi fundamentada 

principalmente em estudos de transplantes de ilhotas em animais isogênicos, com 

DM autoimune, que é o caso dos camundongos NOD. Os animais, que não 

deveriam rejeitar as ilhotas isogênicas, não atingem a normoglicemia dentro de 3 

dias após o transplante quando não recebem imunossupressão (160, 164).  

O mesmo observou-se neste estudo, pois todos os animais que receberam 

apenas o transplante de ilhotas (sem imunossupressão), não tiveram a normalização 

da glicemia em nenhum momento, como demonstrado na figura 8. Entretanto, os 

animais submetidos ao tratamento com CTM associada às ilhotas pancreáticas, 

apresentaram uma breve melhora da glicemia em 6 horas após o transplante. 

Apesar da normoglicemia não se manter após 24 horas do transplante, sugere-se 

que as CTM possam proteger as ilhotas dessa falência precoce do enxerto.  

Essa proteção pode estar associada com o perfil de secreção de citocinas 

induzida pelas CTM. No estudo de Faust e colaboradores (160), os camundongos 

NOD que foram tratados com IL-4 e IL-10 preveniram a perda do enxerto, sendo que 

os não tratados apresentaram a falência precoce das ilhotas transplantadas. A 

resposta inflamatória, imediatamente após o transplante, representa um importante 

fator para a perda da função das ilhotas e é caracterizada por aumento no IFN-γ, 

TNF-α e IL-1β (161, 165).  

No presente estudo, os camundongos NOD que receberam CTM juntamente 

com ilhotas tiveram uma redução da hiperglicemia nas primeiras horas pós-

transplante. Essa glicemia voltou a subir nas horas seguintes, o que pode estar 

relacionado com o número de células implantadas. O protocolo utilizado previu uma 

implantação de 1,5 x 104 CTM associado a 500 ilhotas. Entretanto, mais atualmente 

foi proposto em um estudo com modelo experimental animal de diabetes induzida 

por estreptozotocina, uma quantidade de 3 x 106 CTM murinas por camundongo 

C57LB/6 (158) associadas a 200 equivalentes de ilhotas (IEQ – definido pelos 

autores como uma massa de ilhotas equivalente a 125 µm de diâmetro), com 

normalização da glicemia por quase 1 mês. Deve-se ponderar, ainda, o fato de 

serem modelos diferentes, pois no presente estudo foram utilizados animais com 

diabetes autoimune, que como discutido anteriormente, podem apresentar certa 
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reatividade decorrente da doença autoimune de origem, com consequente 

destruição das células implantadas.  

Por outro lado, é importante ressaltar que essa breve normalização da 

glicemia, possa ser um indício do papel imunomodulador da CTM. Os animais que 

receberam o cotransplante de ilhotas e CTM apresentaram expressão gênica de IL-4 

e IL-10 superior aos NOD que receberam apenas o transplante de ilhotas (p=0,01 e 

p<0,0001, respectivamente). Além disso, houve menor expressão de TNF-α 

(p=0,004) e IL-1β (p=0,04) e uma tendência para níveis de expressão mais baixos 

de IFN-γ nos NOD que receberam o cotransplante, reforçando a proteção promovida 

pelas CTM frente à ação inicial dos macrófagos no processo de destruição das 

ilhotas transplantadas.  

Os macrófagos são as primeiras células a infiltrar as ilhotas pancreáticas, 

mesmo antes dos linfócitos T, e eles podem secretar citocinas proinflamatórias, as 

quais promovem o recrutamento e ativação de outras células do sistema 

imunológico. As citocinas proinflamatórias, especialmente IFN-γ, TNF-α e IL-1β, têm 

demonstrado, inibir a secreção de insulina e serem citotóxicas para células β 

pancreáticas (33, 35, 36). Estratégias terapêuticas, no contexto do transplante de 

ilhotas, que visem diminuir a expressão e atividade de citocinas proinflamatórias, e 

que inibam a atividade de macrófagos, poderiam minimizar a inflamação no local do 

transplante, principalmente nos primeiros dias que corresponde ao período de 

engraftment e desta forma ajudam a prolongar a sobrevida das ilhotas 

transplantadas e manter a independência insulínica por tempo prolongado.  

Neste contexto, é importante discorrer também sobre o efeito das CTM sobre 

as quimiocinas, que são citocinas quimiotáticas, com um importante papel no 

recrutamento seletivo de monócitos, neutrófilos e linfócitos. Dentre as quimiocinas, 

destaca-se a proteína quimiotática de monócitos 1 (MCP-1, do inglês monocyte 

chemoattractant protein-1), que regula a migração e infiltração de 

monócitos/macrófagos (166). Neste estudo, o grupo de animais que recebeu o 

cotransplante de ilhotas com CTM, apresentou uma expressão significativamente 

menor de MCP-1 (p=0,03), o que pode explicar parte do mecanismo de ação das 

CTM na prevenção do processo inflamatório responsável pela perda das ilhotas logo 

após o transplante.   

Há também a sugestão de que o controle da inflamação possa ser obtido com 

o cotransplante de ilhotas e CTM, pois estas também secretam citocinas anti-
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inflamatórias e suprimem a atividade de várias células do sistema imunológico (167, 

168). Tem sido documentado que as CTM exercem um efeito imunossupressor nos 

transplantes de ilhotas alogênicos (169, 170) principalmente sobre os linfócitos T 

(171, 172), por secretar ou expressar fatores anti-inflamatórios e imunomoduladores 

(114, 173). Além disso, tem sido demonstrado que esses fatores de crescimento 

promovem uma maior sobrevida das ilhotas, e aumentam a função das células β 

(174).  

No presente estudo foi observado o efeito imunorregulatório das CTM no 

xenotransplante, com maior expressão de marcadores anti-inflamatórios e de 

tolerância, e menor expressão de citocinas pró-inflamatórias, quando comparado 

com o grupo que recebeu apenas o transplante de ilhotas. Sugere-se que as CTM 

possam promover um microambiente que limite a destruição das células beta e ao 

mesmo tempo module a resposta imunológica local por meio da secreção desses 

fatores imunorreguladores.  

As CTM podem secretar fatores de crescimento que melhoram a sobrevida 

dos tecidos, estimulam a angiogênese e facilitam o engraftment de tecidos em 

modelos animais de infarto do miocárdio, diabetes e DECH (167, 168). No campo do 

transplante de ilhotas, os efeitos tróficos de CTM também foram relatados em 

roedores e humanos, sugerindo que os fatores secretados pelas CTM aumentam a 

sobrevida e a função das células após o transplante, a partir de uma melhor 

revascularização e regulação imune (175-178).  

Apesar de vários estudos que demonstram diferentes vias de 

imunossupressão das CTM, os mecanismos específicos envolvidos nos efeitos 

imunossupressores dessas células não estão bem esclarecidos. Tem sido postulado 

que a rejeição ao transplante esteja relacionada aos efeitos relacionados aos 

linfócitos Th1 e a tolerância imunológica seja induzida principalmente pelos efeitos 

dos linfócitos Th2. A tolerância do enxerto ao hospedeiro pode ser conseguida 

através da indução da diferenciação do linfócito T CD4+ em célula Th2 (158) 

Aggarwal e Pittenger (114) demonstraram que as CTM inibiram a secreção de 

IFN-γ pelos linfócitos Th1 e que a secreção de IL-4 pelos linfócitos Th2 foi elevada. 

Os resultados do presente estudo indicam que no grupo que recebeu o 

cotransplante, a secreção de IFN-γ foi marcadamente menor e a secreção de IL-4 foi 

significativamente maior quando comparado ao grupo que recebeu apenas ilhotas, 
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sugerindo que o cotransplante com as CTM induziu uma modificação das 

subpopulações de linfócitos nos animais transplantados.  

As células T regulatórias (Treg) compõem uma outra subpopulação de 

linfócitos T, importantes principalmente por seu papel na tolerância imunológica. São 

células caracterizadas pela expressão da molécula CD25+ e do fator nuclear Foxp3. 

Dentre suas formas de ação, estão descritas a indução da supressão das células T 

efetoras e o bloqueio da ativação e função desses linfócitos (179, 180) que 

dependem do contato da Treg com a célula efetora. Um outro mecanismo de ação 

proposto para essas células é a liberação de citocinas anti-inflamatórias, como a IL-

10, que inibe a ativação das células apresentadoras de antígenos e é antagonista do 

IFN-γ, tendo relação com reações de controle da inflamação nos tecidos-alvo (181). 

Além disso, as Treg podem atuar competindo por fatores de crescimento, em 

especial a IL-2, com as células-alvo, levando à apoptose celular por privação de 

citocinas (180).  

Neste estudo houve uma marcante expressão de IL-10 pelo grupo que 

recebeu o cotransplante em comparação ao grupo de ilhotas apenas (p<0001), 

podendo ser correlacionada, portanto, com uma ação das CTM sobre as Treg. 

Alguns estudos tem demonstrado o importante papel supressor das Treg, com 

evidências de prevenção de rejeição e indução de tolerância em transplantes 

alogênicos (182-184).  

Sendo o Foxp3 um marcador específico das Treg, pode-se inferir, a partir dos 

resultados deste estudo, onde os níveis de expressão do gene desse fator nuclear 

foram significativamente maiores no grupo do cotransplante de ilhotas com CTM 

(p=0,004), que um dos mecanismos das CTM em induzir tolerância nos transplantes 

alogênicos é via ação das Treg.  

A resposta imunológica também está relacionada à interação entre linfócitos e 

células dendríticas (185). Alguns estudos mostram que as CTM poderiam suprimir a 

diferenciação e funções das células dendríticas derivadas de monócitos periféricos 

(186) ou ainda que CTM poderiam agir indiretamente nas células T tendo como 

mediadoras as células apresentadoras de antígenos. Djouad e colaboradores (187) 

demonstraram que as CTM inibiram a diferenciação de células dendríticas a partir de 

um mecanismo dependente de IL-6, sugerindo que esta citocina esteja envolvida 

com o papel imunorregulatório das CTM. Neste estudo, o gene da IL-6 apresentou 
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uma tendência a ser mais expresso nos animais que receberam o cotransplante com 

CTM. 

Esses dados oferecem uma visão sobre as interações entre CTM 

xenogênicas e células do sistema imunológico, bem como os mecanimos que 

possivelmente estão envolvidos com tolerância, devendo ser considerada como 

estratégia terapêutica para redução de DECH, rejeição e modulação da inflamação. 

O xenotranplante de ilhotas pode ser uma alternativa futura para o tratamento 

do DM1, mas os estudos pré-clínicos devem investir ainda nas propostas 

terapêuticas para minimizar essa inflamação que é exarcebada em resposta ao 

xenoenxerto, destruindo parte importante das ilhotas implantadas. A terapia celular 

com células mesenquimais talvez possa ser uma das alternativas mais seguras 

clinicamente, pelo seu papel anti-inflamatório e imunossupressor, além de sua 

importância na indução da tolerância. Muitos estudos demonstram esses efeitos 

principalmente no que se refere aos alotransplantes, com evidências ainda que 

essas células possam auxiliar no engrafment. 

Além disso, as células mesenquimais podem ser utilizadas para gerar células 

produtoras de insulina, se colocada em condições apropriadas para essa 

diferenciação, como demonstrado em estudos realizados pelo nosso grupo (188-

190). 

Diante do exposto, ressalta-se que são inúmeras as possibilidades para a 

utilização das células-tronco mesenquimais no campo do diabetes, sendo importante 

que as pesquisas nessa área continuem a ser realizadas. 
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.         Conclusões.  
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6 CONCLUSÕES 

 

• As CTM de medula óssea de ratos Wistar foram isoladas, cultivadas e 

expandidas in vitro em estado indiferenciado; 

 

• As CTM isoladas e expandidas em estado indiferenciado foram 

caracterizadas pela imunofenotipagem por citometria de fluxo, demonstrando 

a expressão dos marcadores CD29 e CD73, típicos de CTM, e a ausência do 

marcador hematopoético CD45; 

 

• As CTM isoladas foram capazes de diferenciar nas linhagens celulares 

osteogênicas, adipogênicas e condrogênicas, demonstrando a sua 

capacidade multipotencial de diferenciacão; 

 

• A capacidade funcional das ilhotas foi demonstrada pela expressão dos 

genes insulina e glucagon nos animais que receberam o transplante de 

ilhotas e o cotransplante; 

 

• Na análise por PCR em tempo real, detectou-se uma menor expressão dos 

genes de marcadores inflamatórios relacionados à rejeição, como TNF-α, IL-

1β e MCP-1, nos animais que receberam o cotransplante de ilhotas, não 

havendo diferença entre os grupos para a expressão dos genes IFN-γ e IL-6. 

 

• O cotransplante de ilhotas e CTM induziu a expressão de genes relacionados 

à tolerância imunológica, como as citocinas anti-inflamatórias IL-4 e IL-10 e o 

fator de transcrição Foxp3, marcador específico das células Treg, analisados 

por PCR em tempo real.  

 

• Os resultados obtidos evidenciam o papel imunomodulador das CTM no 

xenotransplante de ilhotas sugerindo que essas células-tronco têm potencial 

para amenizar em curto prazo as perdas de enxertos devido ao processo 
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inflamatório do transplante. Além disso, os dados sugerem que a infusão de 

CTM xenogênicas possam induzir tolerância imunológica, desejada nos 

transplantes alo e xenogênicos.  
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