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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) é uma das doencas que mais tem aumentado sua
incidéncia na ultima década. As células-tronco mesenquimais derivadas de
tecido adiposo (CTMs-TA) possuem caracteristicas imunomoduladoras e
reparadoras, sendo capazes de reverter efeitos sistémicos da doenca. Sendo
assim, nosso trabalho teve como objetivo avaliar o impacto do transplante de
CTMs-TA pelas vias intravenosa, intrapancreética e intra-capsular renal em ratos
diabéticos e comparar a que melhor exerce efeito regenerador. Para o estudo,
utilizamos 45 ratos, wistar, fémeas, divididos em 5 grupos: GCS — controle sadio;
GCD - controle diabético; GIV — diabético, via intravenosa; GIP — diabético, via
intrapancreatica; GIR — diabético, via capsula renal. Para a inducao, utilizamos
uma unica aplicacéo intraperitoneal (i.p) de Aloxana (120mg/kg), e apos 3 dias,
os animais foram submetidos ao transplante com as CTMs-TA (2x10%cel/animal).
Apés 15 dias do transplante, os animais foram eutanasiados. O transplante de
CTMs-TA pela capsula renal foi capaz de reverter a hiperglicemia, além de
restaurar o didmetro das ilhotas e restabelecer a funcdo das massa [-
pancreatica. Concluimos que a capsula renal foi a que apresentou melhores
resultados na regeneracdo morfofuncional do pancreas diabético. As CTMs-TA
utilizadas neste estudo foram capazes de exercer um importante efeito
paracrino, podendo ser utilizadas como alternativa para a melhoria da qualidade

de vida de individuos diabéticos.

Palavras-Chave: terapia celular, células B, reparacao tissular, efeito paracrino.



GONCALVES, B.M. The impact of mesenchymal stem cell transplantation on
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regeneration of alloxan-induced diabetic rats. Botucatu, 2018. 87 p. Dissertacao
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ABSTRACT

Diabetes mellitus is one of the diseases that has increased your incidence in the
last decade. Adipose-Derived Mesenchymal Stem Cells (ATMSCs) have
immunomodulatory and regenerate characteristics, thus are capable of reverse
the damages of the disease. Therefore, our study aimed to evaluate the impact
of ATMSCs transplantation by the intravenous, intrapancreatic and intra-capsular
renal routes in diabetic rats and detect the best route to promote regenerative
effects. We used 45 female wistar rats, divided into 5 groups: GCS — healthy
control; GCD - diabetic control; GIV - diabetic, intravenous; GIP - diabetic,
intrapancreatic route; GIR - diabetic, via renal capsule. For induction, we used a
single intraperitoneal application (i.p) of Alloxan (120mg / kg) and after 3 days,
the animals were transplanted with the ATMSCs (2x108/ animal). After 15 days
of transplantation, the animals were euthanized. The transplantation of ATMSCs
by the renal capsule were able to reverse hyperglycemia, besides restoring the
islet diameter and restoring the function of B-pancreatic mass. We conclude that
the renal capsule presented the best results in the morphofunctional regeneration
of the diabetic pancreas. The stem cells used in this study were able to exert an
important paracrine effect,and could be used as an alternative to improve the
quality of life on diabetic patients.

Key Words: cellular therapy, B cellular, tissue repair, paracrine effects
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1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus € uma sindrome designada a um conjunto de
sintomas secundarios a deficiéncia da acao insulina, seja devido a resisténcia ou
auséncia de producdo. Sabe-se ha décadas que portadores de diabetes mellitus
tipo 1 apresentam aspectos autoimunes perpetuantes nas células beta
pancreéticas, levando a deficiéncia de sua funcéo. (SKYLER et al., 2016)

Atualmente, reporta-se que independente da classificacdo etiol6gica do
diabetes, seja tipo 1 ou 2, os fatores que resultardo em perda progressiva de
células beta pancreéticas e consequente hiperglicemia, conferem a todos os
pacientes 0s mesmos riscos de desenvolverem graves complicacbes
(ASSOCIATION, 2017; SKYLER et al., 2016).

O paciente diabético acaba por ser predisposto a sofrer graves
complicagBes durante toda a vida, como: cetoacidose diabética, alteracbes
micro e macro vasculares levando a perda de membros, doencas cardiacas, e
por final, ser portador de faléncia renal devido ao agravamento da nefropatia
diabética (BLOOM; RAND, 2013; BOSE; SHENOY P, 2016; FLOYEL; KAUR;
POCIOT, 2015; IN'T VELD, 2011; JHA et al., 2016).

A doenca vem aumentando sua incidéncia consideravelmente nos ultimos
10-20 anos, deixando-a entre as principais doencas com maior taxa de
mortalidade do mundo, algumas vezes ficando a frente da AIDS e de neoplasias.
(ASSOCIATION, 2017; DIAZ-VALENCIA; BOUGNERES; VALLERON, 2015)

Atualmente, sabe-se que uma das formas de tentar melhorar a qualidade

de vida desses pacientes e controlar as principais complicacdes, € investir em
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terapias que controlem a disfuncao das células B-pancreaticas (BENTHUYSEN;
CARRANO; SANDER, 2016; CARLSSON; KORSGREN; LE BLANC, 2015; MA,;
ZHU, 2017). Todavia, é necessario elucidar os diferentes mecanismos que
podem culminar na faléncia da massa [ pancreatica e com isso, investir
individualmente em terapias regeneradoras e imunomoduladoras (SKYLER et
al., 2016)

A terapia celular vem sendo amplamente estudada como alternativa as
técnicas atuais de melhoria de qualidade de vida do paciente diabético
(HASHEMIAN; KOUHNAVARD; NASLI-ESFAHANI, 2015; TAKESHITA et al.,
2008; WANG et al., 2014).

As células-tronco mesenquimais tém sido amplamente estudadas, devido
a sua plasticidade, capacidade de diferenciacdo e imunomodulagéo, e com isso,
possibilidade de auxiliar na regeneracdo de células beta pancreaticas
lesionadas. (ABDI et al., 2008; CARLSSON; KORSGREN; LE BLANC, 2015;
FIORINA et al., 2011).

As células-tronco de tecido adiposo tém obtido melhores desempenhos
em relacdo ao uso em pacientes diabéticos, tanto pela facil obtencéo quanto pela
resposta positiva, membro anos apo6s o transplante. (DAVE et al., 2015;
KHORSANDI et al., 2015; NGUYEN et al., 2016). Sendo assim, € extremamente
importante estabelecer melhores vias de aplicacéo e, atualmente, ha inUmeras
vias sendo estudadas, entre elas: intravenosa, intrapancreatico, intra-capsular
renal, intra-esplénica, intra-hepatica (KHORSANDI et al., 2015; MOSHREFI et
al., 2015; PHAN et al., 2014; YAOCHITE et al.,, 2015), porém, nenhuma

comparacao in vivo em relagdo a viabilidade/vantagem do uso dessas vias.
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Devido a auséncia desta comparagdo, nos propusemos a estudar os
efeitos de trés principais vias de aplicacao de células-tronco mesenquimais de
tecido adiposo em ratos experimentalmente diabéticos, bem como avaliar a
inclusdo de células beta-pancreética nos pancreas lesionados por avaliacao de

variaveis de interesse.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 DIABETES MELLITUS

2.1.1 Epidemiologia

O diabetes mellitus é uma das doencas que mais aumenta sua
prevaléncia no Brasil e no mundo. Dados epidemioldgicos recentes mostraram
que no inicio de 2014, estimava-se que cerca de 382 milhdes de pessoas no
mundo eram portadoras da doenca, sendo que a estimativa era a de atingir cerca
de 470 milh&es de individuos somente em meados de 2035.

No entanto, no final deste mesmo ano, novos dados epidemioldgicas revelaram
um numero alarmante: a estimativa de individuos diabéticos ja era de
aproximadamente 422 milhdes (ORGANIZATION, 2016).

Ao comparar a prevaléncia atual com a prevaléncia da década de 80, onde
cerca de 108 milhdes de individuos eram acometidos pela doenga, nota-se um
crescimento de 4,7% para 8,5% em portadores adultos, ou seja, praticamente o
dobro. Em relacédo ao Diabetes tipo 1 (DM 1), os estudos epidemiolégicos séo
restritos, visto que os sintomas sao muito caracteristicos (DIAZ-VALENCIA;
BOUGNERES:; VALLERON, 2015), entretanto, estima-se no Brasil que a cada
100 mil criancas até 15 anos, pelo menos 7,6% delas s@o diabéticas.(SBD,
2015). Tanto a prevaléncia quanto a incidéncia do DM 1 vém aumentando em
todo o mundo, principalmente nos paises em desenvolvimento e em criangas

com menos de 5 anos de idade. No brasil, essa incidéncia aumenta cerca de 3%
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ao ano, em meados de 1980 as criangas diabéticas possuiam em média 12 anos
frente a 9,5 nos anos 2000.(DE CASTRO, 2015; DIAZ-VALENCIA,
BOUGNERES; VALLERON, 2015; SBD, 2015).

Cabe ressaltar que o cenario brasileiro quando se fala de diabetes mellitus
€ extremamente preocupante, dados do Ministério da Saude demonstraram que
em 2010, a doenca foi responsével por levar a morte de 68,5mil brasileiros, frente
a 42 mil mortes por acidentes de transito e 12 mil mortes pela aids, ou seja, 4
vezes mais. (ORGANIZATION, 2016; SBD, 2015).

Sendo assim, o impacto da doenca para a populagdo tem sido cada vez
mais catastrofico, tanto pela necessidade de manejo frequente, custo alto da
terapia e indisponibilidade de melhores recursos em sistemas publicos de saude.

(DIAZ-VALENCIA; BOUGNERES; VALLERON, 2015; ORGANIZATION, 2016)

2.1.2. Definicéo

O diabetes mellitus caracteriza-se por um conjunto de sintomas
decorrentes de hiperglicemia persistente originaria de defeitos na secrecdo de
insulina.(DIABETES, 2010). As complicacbes agudas sao altamente
contribuintes para aumentar a taxa de mortalidade da doenca ou reduzir a
qualidade de vida do paciente. A curto prazo, as altas taxas glicémicas podem
predispor o paciente a cetoacidose diabética, principalmente no DM 1. E as
guedas glicémicas bruscas, geralmente secundario a excesso de exercicio fisico
ou altas doses de medicdes, podem levar o paciente as perdas de consciéncia

e/ou convulsdes. Entretanto, a longo prazo, recorrentes falhas de manejo podem
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gerar graves lesdes irreversiveis em olhos, rins, nervos periféricos, coracdo e
vasos sanguineos (DIABETES, 2010; WHO, 2006).

Atualmente, estudos demonstram que o diabetes € o maior causador de
amputacao de membros pélvicos em seres humanos e a porcentagem de casos
tanto no Brasil guanto no mundo, s6 aumenta. (PAISEY et al., 2017; SAYURI et
al., 2010).  Sendo assim, cabe ressaltar a necessidade de mais estudos em
busca de uma melhor qualidade de vida para estes pacientes, visto que a melhor
estratégia para evitar tais complicagfes, € o manejo precoce e eficaz da doenga,
muitas vezes impossiveis devido ao alto custo requerido.(DIAZ-VALENCIA;

BOUGNERES; VALLERON, 2015).

2.1.3. Classificacéo do diabetes

2.1.3.1. Atual classificacdo do diabetes: segundo a etiologia

O diabetes mellitus tipo 1 e 2 sdo apresentacdes heterogéneas da
mesma doenca, cujo apresentacdo clinica e progressdao podem variar
consideravelmente. A classificacdo do paciente € um quesito imprescindivel para
a escolha da terapia correta, sendo assim, o consenso da American Diabetes
Association afirma que pacientes portadores de qualquer tipo de diabetes podem
necessitar de insulina em alguma fase da doenca e que o uso dela ndo é
satisfatoria para a classificagcao etiologica (ASSOCIATION, 2014)

Contudo, o diagnostico tem sido cada vez mais desafiador e muitos
pacientes ndo podem ser claramente identificados etiologicamente no momento

do diagndéstico, principalmente devido a crescente ocorréncia de paradigmas,
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como: aumento da incidéncia da obesidade infantil; acometimento tardio do tipo
1 em adultos jovens, sem sintomas caracteristicos; ocorréncia de cetoacidose
em pacientes portadores de DM 2 e, entre outros (ASSOCIATION, 2014; WHO,
2006)

Embora haja dificuldades na distin¢éo inicial do paciente, com o tempo, 0
diagnostico tende a tornar-se mais 6bvio. Em 1997, a American Diabetes
Association revisou 0s termos de classificacdo e eliminou as seguintes
classificagdes: DM tipo 1 ou diabetes mellitus insulinodependente ou diabetes
juvenil; DM tipo 2 ou diabetes mellitus ndo insulinodependente ou diabetes do
adulto. Sendo assim, desde entdo, a ADA tem proposto a classificacdo do
diabetes de acordo com 4 categorias gerais (ASSOCIATION, 2014, 2017;

DIABETES, 2010):

e Diabetes tipo 1 (Destruicdo da célula beta pancreatica levando a
deficiéncia absoluta de insulina)

e Diabetes tipo 2 (Perda progressiva da producao de insulina pela
célula beta pancreética secundario a distlrbios metabdlicos que
geram resisténcia)

e Diabetes Mellitus Gestacional (GDM) (Quando diagnosticada no
segundo ou terceiro trimestre de gravidez e que ndo era claramente
declarada antes da gestacao)

e Tipos especificos de Diabetes secundario a iniumeras outras

causas (FIGURA 1)
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l. Diabetes tipo 1
« destruicao das células beta, usualmente levando a defi-
ciencia completa de insulina
A auto-imune
B. idiopatco
Il. Diabetes tipo 2
« graus variados de diminuicao de secreCcao e resisténcia a
insulina
lll. Outros tipos especificos
A. Defeitos genéticos da funcao da célula p
Defeitos geneticos da acao da insulina
. Doencas do pancreas exacring
Endocrninopatias
Inducao por drogas ou produtos quimicos

F

B
C
E

Infeccdes
G

D
: Formas incomuns de diabetes imuno-mediado
V. Diabetes Gestacional

FIGURA 1 -- Classificacdo do diabetes mellitus de acordo com a etiologia, segundo a

American Diabetes Association

2.1.3.2. Perspectivas futuras

Embora as classificacfes estejam estabelecidas, em outubro de 2015, a
ADA, JDFR, o European Association for the Study of Diabetes e a American
Association of Clinical Endocrinologists se uniram em um simpdsio que visava
discutir os determinantes genéticos e ambientais e riscos de progressao para o
DM 1 e 2 além de determinar abordagens terapéuticas apropriadas baseadas
tanto na fisiopatologia quanto no estagio da doenca com o intuito de estabelecer
um consenso para o diagndstico personalizado.

O ponto mais relevante do consenso € o de que tanto o DM 1 quanto o

DM 2 podem envolver fatores genéticos e ambientais que resultam em perda
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progressiva da massa e/ou func¢ao das células beta pancreaticas, resultando no
estado de hiperglicemia. Uma vez hiperglicémico, pacientes com todas as
formas de diabetes possuem o mesmo risco de desenvolverem complicac¢des,
embora muitas das vezes, a taxa de progressao possa ser diferente. Concluindo
assim, que independente da etiologia inicial, futuramente, o sucesso de uma
terapia individualizada para o diabetes exigira uma melhor caracteriza¢éo acerca
das muitas vias envolvidas no processo de morte e fungdo das células

produtoras de insulina.(ASSOCIATION, 2017; SBD, 2015)

2.1.4. Fisiopatologia DM 1

O DM tipo 1 costuma afetar cerca de 5-10% da populacdo e, de um modo
geral, esta forma da doenca relaciona-se com deficiéncia absoluta da secrecéo
insulinica por destruicao das células B-pancreéticas, envolvendo mecanismos
autoimunes ou até mesmo, idiopatica. (BALDA; PACHECO-SILVA, 1999;
DIABETES, 2010)

Os linfécitos sé@o células produzidas pela medula Ossea e sao
responsaveis por conferir resposta imune especifica ao nosso organismo, sendo
capazes de reconhecer e distinguir antigenos e devido a uma falha neste
reconhecimento, inicia-se o processo de destruicdo das ilhotas pancreaticas,
denominado insulite. Sendo assim, h infiltracdo de linfécitos T CD4+; linfocitos
T CD8+; linfécitos B e células apresentadoras de antigenos, como macrofagos e
células dendriticas. Além dos linfocitos, também h& o envolvimento de células do
tipo “Natural Killer”, ou célula NK, que ndo necessitam de ativagdo antigénica

especifica e sdo capazes de gerar uma cascata de reacoes, liberando citocinas
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pré-apoptéticas para destruir células tumorais ou infectadas por virus.(BALDA;
PACHECO-SILVA, 1999).

No inicio do processo inflamatorio, a ativacéo de linfécitos T CD4+ age
liberando citoquinas, como: interleucina 1 (IL-1), interferon y (IFN-y) e fator de
necrose tumoral (TNF-alfa), contribuindo significantemente para a morte das
células beta (imunidade celular) e ativando os linfécitos T-CD8 e B, produtores
de auto anticorpos (imunidade humoral) (BALDA; PACHECO-SILVA, 1999;
GEPTS; LECOMPTE, 1981; SESTERHEIM; SAITOVITCH; STAUB, 2007).

Este periodo que antecipa o diabetes e é tido como uma fase subclinica
ou assintomatica da doenca, denominado periodo de autoimunidade adaptativa
(FIGURA 2), pode ter duracdo de meses a anos, entretanto neste momento, ja
h& possibilidade de deteccdo dos anticorpos circulantes na circulacédo

sistémica.(JAYASIMHAN; MANSOUR; SLATTERY, 2014)
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FIGURA 2 - Resposta auto-imune adaptativa do DM1
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Mesmo sabendo que o processo depende da acéo da imunidade celular,
0S mecanismos humorais incluem a presenca de alguns auto anticorpos
especificos para antigenos das ilhotas pancreéticas, sendo detectados na
circulacdo sanguinea de cerca de 80-85% dos individuos portadores da doenca,
entre eles, podemos citar: auto anticorpo anti-ilhota (ICA), anti-insulina (IAA),
anti-tirosinafosfatase (anti-lIA2) e acido glutamico-descarboxilase (GAD-65)
(DIABETES, 2010; FLOYEL; KAUR; POCIQOT, 2015; IN'T VELD, 2011).

Sendo assim, a detec¢éo desses anticorpos circulantes podem predizer a
ocorréncia de autoimunidade que provavelmente culminara no desenvolvimento
da sindrome.(ZIEGLER et al., 2013)

Podemos dizer, entdo, que o individuo portador de DM 1 possui uma
predisposicdo genética ao desenvolvimento da doenca e que varios fatores
parcialmente conhecidos s&@o responsaveis por iniciarem uma cascata de
reacbes autoimunes levando a disfuncdo e destruicdo das células -
pancreaticas, culminando com o aparecimento da sindrome (KRISHNA;

SRIKANTA, 2015)

2.1.5. Os desafios atuais

O maior desafio para a medicina, ainda nos dias de hoje, é detectar o real
fator desencadeante da reacdo inflamatéria envolvida no DM 1. (KRISHNA,;
SRIKANTA, 2015) Pesquisadores atuais tém focado no envolvimento crucial dos
linfécitos B na progressao da doencga por um mecanismo distinto e aleatorio da

producéo de anticorpos. (HINMAN; SMITH; CAMBIER, 2014)
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Antes da contencdo destes fatores, € necessario entender qual o alvo
inicial do sistema autoimune, ou seja, 0 antigeno especifico da célula-beta
responsavel por desencadear todo o processo inflamatorio. Além de diversos
possiveis disruptores ambientais, como: alimentacdo, medicamentos, virus,
serem possivelmente envolvidos neste processo(JAYASIMHAN; MANSOUR;
SLATTERY, 2014), h4 a possibilidade de predisposicdo genética (FLOYEL;
KAUR; POCIQOT, 2015), ou até, alteragcdes moleculares epigenéticas capazes de
gerar modificacdes quimicas irreversiveis (FENG; XING; XIE, [s.d.]), levando ao
aparecimento da sindrome. Sabemos que a maior dificuldade na busca de
tratamentos para melhorar a qualidade de vida de individuos portadores de DM
1 é a contencdo dos fatores autoimunes presentes nas ilhotas pancreaticas
(KRISHNA; SRIKANTA, 2015)

A busca por terapias alternativas para restabelecimento da massa (-
pancredtica, bem como contencdo dos fatores autoimunes destrutivos e
regeneracao do tecido pancreatico como um todo continuam sendo constantes
(A.L. MARQUEZ-AGUIRRE, A.A. CANALES-AGUIRRE, E. PADILLA-
CAMBEROS, 2015; GEORGIA; BHUSHAN, 2004; WEIR; BONNER-WEIR,
2013).

Uma das técnicas empregadas por pesquisadores para regeneracao da
massa [-pancreatica € o transplante de ilhotas pancreaticas pela capsula renal
e mesmo sendo comprovado a eficacia da técnica na reversdo da funcao
pancreatica e reestabelecimento da massa celular perdida (DHOLAKIA et al.,
2016; GEPTS; LECOMPTE, 1981; RYAN et al., 2005). Contudo, a técnica néo ¢é
suficiente para conter a reacdo autoimune presente no pancreas e exige altas

doses de imunossupressao, mesmo assim, ha chance de aparecimento de auto
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anticorpos anti-ilhotas e destruicdo de mais da metade da quantidade de ilhotas
transplantadas, horas apds o procedimento (BENNET et al., 1999; RYAN et al.,
2005)

Com os avangos da biotecnologia, ha diversas técnicas que visam o
restabelecimento da massa beta-pancreatica(MA; ZHU, 2017) e reprogramacao
de alterac6es genéticas, entre elas, diferenciacéo de células-tronco embrionarias
em células produtoras de insulina (A.L. MARQUEZ-AGUIRRE, A.A. CANALES-
AGUIRRE, E. PADILLA-CAMBEROS, 2015) ou reprogramacao de células
exdcrinas em células produtoras de insulina, com uso de vetores (ZHOU et al.,
2008)

Entre as formas estudadas, o uso de células-tronco mesenquimais como
terapia alternativa tem sido amplamente estudada nas Ultimas décadas.
(HASHEMIAN; KOUHNAVARD; NASLI-ESFAHANI, 2015; HOSSAIN et al.,

2016; OH et al., 2008)

2.2. CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DE TECIDO ADIPOSO

Levando em consideracéo as dificuldades de tratamento e manutencéo
de qualidade de vida de pacientes portadores de doencas crbnicas, os estudos
com o uso de células-tronco como busca de regeneracao tém aumentado cada
vez mais. Um tipo celular que vem ganhando espaco pela sua capacidade

imunomoduladora e plasticidade sdo as células-tronco de origem mesenquimal
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(GRIFFIN et al., 2016; HASHEMIAN; KOUHNAVARD; NASLI-ESFAHANI, 2015;
JUN; YOON; CELLS, 2005).

Células-tronco mesenquimais sao células sométicas adultas que
possuem elevada plasticidade (MONTEIRO; NETO; CARLO, 2009) e
capacidade de diferenciacdo em tecidos mesodermais como adipdcitos,
condroblastos, osteoblastos e também células renais, epiteliais, cardiacas,
pancreaticas, entre outras (HASHEMIAN; KOUHNAVARD; NASLI-ESFAHANI,
2015; PITTENGER et al., 1999).

S&o consideradas multipotentes e estdo presentes em regides
perivasculares de praticamente todos os tecidos adultos, em pequenas
quantidades, incluindo a medula éssea, tecido adiposo, o tecido muscular, o
peribsteo e também O6rgdos parenquimatosos(DA SILVA MEIRELLES;
CHAGASTELLES; NARDI, 2006).

As MSCs possuem caracteristicas altamente imunomoduladoras e anti-
apoptoticas, visto que sdo capazes de promoverem reparacao tecidual por meio
da secrecdo de inUmeras moléculas bioativas pré e anti-inflamatérias - fator de
crescimento vascular endotelial, fator de crescimento de fibroblasto bésico, fator
de crescimento dos hepatdcitos, fator de crescimento semelhante a insulina tipo
1 e adrenomedulina - conferindo a elas caracteristicas autdcrinas e paracrinas
(DA SILVA MEIRELLES; CHAGASTELLES; NARDI, 2006; YARAK; OKAMOTO,
2010).

S&80 responsaveis por restabelecerem o suprimento vascular por
neovascularizagdo e manter a homeostasia tissular, contribuindo positivamente
em um processo de injuria e isquemia, exemplificando deste modo a vantagem

de seu emprego em terapia celular (NI et al., 2015)
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A célula mesenquimal originaria de tecido adiposo possui caracteristicas
morfologicas e fenotipicas semelhantes as encontradas em células de medula
0ssea e do cordao umbilical, porém com a vantagem de maior biodisponibilidade
e rendimento (BELL et al., 2013; MOSHREFI et al., 2015) além de parecerem
ndo diminuir sua capacidade de replicacdo com a idade, outra caracteristica

vantajosa em relacao a outras linhagens (KERN et al., 2006).

2.2.1. Avancos da terapia génica no diabetes mellitus.

Em relacdo ao diabetes mellitus, as pesquisas sdo cada vez mais
promissoras. (BHONDE et al., 2014; VANIKAR; TRIVEDI; THAKKAR, 2016)
Alguns estudos relatam que quanto mais precoce a interveng¢do, maior € a
chance de reduzir a progressdo da destruicdo B-pancreatica, para isso, a
realizacdo de transplante de células-tronco em pacientes recém diagnosticados
pode conferir melhores qualidades de vida e menor requerimento na dose de
insulina.(CARLSSON; KORSGREN; LE BLANC, 2015).

Estudos também reportam que o transplante de células-tronco em
individuos diabéticos pode ser capaz de regenerar as ilhotas lesionadas por
diferenciacdo em novas células beta competentes, restaurando a funcao
pancreatica, além de conferir importante efeito anti-inflamatério evitando novas
reacoes autoimunes. (ABDI et al., 2008; HAMDY; NEMR; AL, 2014).

Sendo que elas também ja foram descritas como moduladoras de
resposta T celular contra o antigeno acido glutamico descarboxilase presente
nas ilhotas pancreéticas através de um estudo in vitro de sangue de pacientes

com diabéticos(LEE et al., 2006)
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As trés vias de transplante mais estudadas atualmente incluem: via
intravenosa, intra-capsular renal e intrapancreatica sendo que cada uma delas
apresenta uma vantagem/desvantagem em relagdo a parametros comumente
testados para confirmacdo de regeneracdo de células produtoras de insulina,
porém nao ha comparacdo entre essas vias.(BORG et al., 2014; PHAN et al.,

2014; YAOCHITE et al., 2015).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVOS GERAIS:

Determinar o melhor método de aplicagcéo da terapia celular para a regeneracéo

morfofuncional do diabetes experimental.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1) Padréo funcional: avaliar a reposta clinica dos animais diabéticos submetidos

ao transplante, por meio da avaliacdo de estabelecimento de peso, niveis

glicémicos e requerimento insulinico

2) Padrédo proteico: avaliar qualitativamente a presenca da proteina Insulina no

tecido pancreético de ratos diabéticos submetidos a diferentes métodos de

aplicacao das células tronco mesenquimais;

3) Padrdo morfométrico tecidual: Avaliar a morfologia das ilhotas pancreaticas e

comparar area (umz) x diametro (um), por histologia em H.E em ratos diabéticos

submetidos a diferentes métodos de aplicacdo das células tronco mesenquimais;
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Trabalho cientifico
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Abstract

Diabetes mellitus is one of the diseases that has increased your incidence in the last
decade. Adipose-Derived Mesenchymal Stem Cells (ATMSCs) have immunomodulatory
and regenerate characteristics, thus are capable of reverse the damages of the disease.
Therefore, our study aimed to evaluate the impact of ATMSCs transplantation by the
intravenous, intrapancreatic and intra-capsular renal routes in diabetic rats and detect the
best route to promote regenerative effects. We used 45 female wistar rats, divided into 5
groups: GCS — healthy control; GCD - diabetic control; GIV - diabetic, intravenous; GIP
- diabetic, intrapancreatic route; GIR - diabetic, via renal capsule. For induction, we used
a single intraperitoneal application (i.p) of Alloxan (120mg / kg) and after 3 days, the
animals were transplanted with the ATMSCs (2x10% animal). After 15 days of
transplantation, the animals were euthanized. The transplantation of ATMSCs by the
renal capsule were able to reverse hyperglycemia, besides restoring the islet diameter and
restoring the function of B-pancreatic mass. We conclude that the renal capsule presented
the best results in the morpho functional regeneration of the diabetic pancreas. The stem
cells used in this study were able to exert an important paracrine effect,and could be used

as an alternative to improve the quality of life on diabetic patients.
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Sabe-se ha décadas que portadores de diabetes mellitus tipo 1 apresentam perpetuantes
aspectos autoimunes nas células beta pancreaticas, levando a deficiéncia de sua fungéo
(SKYLER et al., 2016). Atualmente, reporta-se que independente da classificacdo
etioldgica do diabetes, seja tipo 1 ou 2, os fatores que resultardo em perda progressiva de
células beta pancreaticas e consequente hiperglicemia, confere a todos os pacientes 0s
mesmos riscos de desenvolverem graves complicagdes (ASSOCIATION, 2017,
SKYLER et al., 2016). Uma das formas de tentar melhorar a qualidade de vida desses
pacientes e controlar as principais complicacdes, € investir em terapias que controlem a
disfungdo e destrui¢do das células B-pancreaticas (BENTHUYSEN; CARRANO;
SANDER, 2016; CARLSSON; KORSGREN; LE BLANC, 2015; MA; ZHU, 2017).
Todavia, é necessario elucidar os diferentes mecanismos que podem estar envolvidos na
faléncia da massa B pancreatica e com isso, investir individualmente em terapias
regeneradoras e imunomoduladoras (SKYLER et al., 2016). Além de diversos possiveis
disruptores ambientais, como: alimentacdo, medicamentos, virus, serem possivelmente
envolvidos neste processo(JAYASIMHAN; MANSOUR; SLATTERY, 2014), hd a
possibilidade de predisposicdo genética (FLOYEL; KAUR; POCIOT, 2015), ou ate,
alteracdes moleculares epigenéticas capazes de gerarem modificacdes quimicas
irreversiveis (FENG; XING; XIE, [s.d.])

A uso da terapia celular pode ser alternativa as técnicas atuais de restabelecimento das
ilhotas lesionadas (HASHEMIAN; KOUHNAVARD; NASLI-ESFAHANI, 2015;
TAKESHITA et al., 2008; WANG et al., 2014). As células-tronco mesenquimais de
tecido adiposo sdo altamente indicadas pela sua caracteristica imunomoduladora e
capacidade de neovascularizacdo (DAVE et al., 2015; KHORSANDI et al., 2015;
NGUYEN et al., 2016). Sendo assim, é extremamente importante estabelecer melhores

vias de aplicagdo e, atualmente, hd inimeras vias sendo estudadas, entre elas: intravenosa,
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intrapancreatica, intra-capsular renal, intra-esplénica, intra-hepatica (KHORSANDI et
al., 2015; MOSHREFI et al., 2015; PHAN et al., 2014; YAOCHITE et al., 2015), porém,
comparac0es in vivo em relacéo a viabilidade/vantagem do uso dessas vias € 0 respectivo
impacto no restabelecimento morfofuncional do pancreas diabético ainda necessitam ser
melhores elucidadas.

In the present study, we evaluated the impact of three frequently reported aMSC
transplantation routes on alloxan- diabetic rats. The rats that received aMSC under renal
capsule had improvement of hyperglycemic state and reduction of insulin requirements.
Overall, these findings support the helpful paracrine effects for renal capsule

transplantation of undifferentiated stem cells to promote b-cell replacement.

Material e Métodos

Obtencdo e isolamento das CTM-TA: As células utilizadas neste estudo foram adquiridas
a partir de um banco local de células congeladas do Laboratério de Engenharia Celular
da Faculdade de Medicina Botucatu (FMB / Botucatu). As células provenientes de tecido
adiposo de rato, foram produzidas por Garcia et al., 2015 em um protocolo especifico e
diferenciado que inclui um processo de dissociacdo mecanica, além de posterior bio-
estimulacdo com LED pulsado. Estes mecanismos possuem o intuito de preservar 0s
fatores bioativos imunomoduladores, muitas vezes reduzidos apds o procedimento de

dissociacdo enzimaética.

Caracterizacdo e imunofenotipagem das CTM-TA: As células foram caracterizadas por
citometria de fluxo e apresentaram marcadores de superficie positivos para CD 90 -P,

CD44-FITC e CD71-FITC e negativo para CD11b-APC, CD31-PE e CD45-PE (Figura



34

S1). Posteriormente, para provar o potencial multi-linhagem, as células foram submetidas
ao processo de diferenciacdo em células adipogénicas, condrogénicas e osteogénicas em

um processo de co-cultura previamente descrito.

Descongelamento e expansdo das CTM-TA: Para a expansao celular, uma amostra de
rato de 6 passagem foi descongelada e uma aliquote de 100 ul foi corada com solucéo de
Trypan Blue 0,4% (diluicdo 1: 1) e contada em uma camara de Neubauer. O total de
células de 1,21x106 foi lavado para remover a solucdo de criopreservacao restante e
subdividido em quatro frascos de 75 cm2 para células aderentes (TPP, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) contendo 3 x 105 células / baldo. As células foram incubadas em meio
de cultura DMEM / F12 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) suplementado com 20%
de soro bovino fetal (FBS, Gibco, Sydney, Australia), 100 pg / ml de penicilina /
estreptomicina (Xangai Biociéncia Shangai, China), anfotericina B (Gilead Sciences,
Inc., San Dimas, CA, EUA), 5 ng / ml de factor de crescimento epidérmico (EGF;
Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e 5 ng / ml de factor de crescimento
de fibroblastos basico (bFGF; Sigma-Aldrich) a 37 ° C e 5% de CO2 durante 21 dias. O
meio foi substituido semanalmente e os aspectos morfolégicos das culturas foram
analisados com um microscopio invertido (Axiovert 25; Zeiss, Hallbergmoos, Alemanha)

(Figura 1).

Tripsnizacdo celular: Apos cerca de 21 dias de cultivo, as células atingiram a confluéncia
necessaria e foram submetidas ao processo de tratamento enzimatico com uso da enzima
Tripsina EDTA 0,25% (Gibco®). O procedimento tem inicio com a lavagem dos frascos
com HEPES em fluxo laminar e em seguida, o HEPES foi aspirado e a tripsina

adicionada. Os frascos contendo tripsina permaneceram na estufa por alguns minutos até
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ocorrer o desprendimento das células aderentes, sendo submetidas a observacdo em
microscopio para confirmar tal evento. Apos confirmacéo, as células foram submetidas
ao teste de contagem e viabilidade celular, que foi de 99% de viabilidade e um total de
54x106 células. Para finalizacdo do processo, foi adicionado meio HEPES com cerca de
10% de SFB aos frascos visando a inativacdo da enzima e estes foram submetidos a
centrifugacdo a 1200 rpm por cerca de 10 minutos. Apds isso, o pellet celular foi re-
suspenso em meio PBS e dividido em 27 aliquotas individuais contendo 2x10°

célula/0,5ml de PBS estéril e pronto para imediata aplicacéo.

Animais: Foram utilizados 45 ratos da espécie Rattus Novergicus — fémeas, linhagem
Wistar, aproximadamente 160-200g, provenientes do Biotério da Anilab (Animais de
Laboratorio) de Paulinia, Sdo Paulo. Os animais foram alojados no Biotério da Unidade
de Pesquisa Experimental da Faculdade de Medicina de Botucatu (UNIPEX), em gaiolas
com dimensbes de 40x33x16 cm, totalizando 1.320 cm2, com ventilacdo adequada
(21°C+ 2°C), luminosidade controlada e alocados em camas de maravalha, trocadas duas

a trés vezes por semana com fornecimento de agua e alimentacao “ad libitum”.

Delineamento experimental: Ao serem admitidos no biotério, os animais ficaram por
cerca de 10-15 dias em periodo de adaptacdo, sem qualquer tipo de experimentacdo
durante o periodo. Apds o periodo inicial, os mesmos foram pesados e foi realizada a
primeira afericdo Glicémica com uso do glicosimetro comercial OneTouch Ultra
(Johnson & Johnson®). Para inicio do experimento, os animais foram divididos em 5
grupos: GCS — Grupo controle sadio (n=9): animais saudaveis, ndo induzidos ao
diabetes.; GCD — Grupo controle diabético (n=9): animais induzidos, ndo submetidos ao

transplante de células tronco; GIV (n=9): animais induzidos, submetidos ao transplante
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de celulas-tronco pela via intravenosa; GIP (n=9): animais induzidos, submetidos ao
transplante de células-tronco pela via intrapancreéatica; GIR (n=9): animais induzidos,
submetidos ao transplante de células-tronco pela cépsula renal. Todos esses
procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica a0 Uso Animal da Faculdade de
Medicina de Botucatu (concessdo 1182/2016), que estdo de acordo com o Guia de
Cuidados e Uso de Animais de Laboratdrio do NIH (Publicacdo NIH n° 86-23, revisado

1996)

Protocolo de inducdo ao diabetes experimental: Para a escolha do da droga e do
protocolo de inducdo ao diabetes, um estudo piloto foi realizado, além de uma intensa
pesquisa de literatura, visto que ha duas drogas mais comumente usadas (Aloxana e
Estreptozocina), além de diversas doses (60mg/kg; 120mg/kg; 150mg/kg; 200mg/kg),
locais de aplicacdo (Intravenosa, Intramuscular, Subcutanea, Intraperitoneal), meios de
diluicdo (sol. Salina refrigerada, TRIS-edta) e periodo de constatacdo do diabetes (3 dias,
5 dias ou 7 dias); os estudos cientificos usados para a analise e padronizacdo deste
protocolo estdo dispostos na Tabela S5. Sendo assim, os animais induzidos (n=36)
passaram por um periodo de 24 horas de jejum alimentar, sem restricdo hidrica. Apos as
24 horas de jejum, os animais foram induzidos com uma Unica aplicacdo intraperitoneal
de Aloxana (120mg/kg; Alloxan®, Sigma-Aldrich). A medicacdo foi diluida
imediatamente antes da aplicagdo em uma concentragcdo de 60mg/ml com solugéo salina
estéril 0,9% e mantida refrigerada até o momento da inducdo. Os respectivos pesos e

doses de indugéo estdo dispostos na Tabela

Manejo pds-inducdo e constatacdo do diabetes: Apds meia hora da inducdo, a comida

foi reintroduzida e os animais foram suplementados por 24 horas com solugéo glicosada
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a 10% como unica fonte hidrica, visto que a hipoglicemia nesta etapa do experimento
pode aumentar a taxa de mortalidade dos ratos. Apos as 24 horas iniciais, a solucao
glicosada foi substituida por agua ad libitum e os animais foram acompanhados
diariamente por meio de afericdo glicémica, temperatura, peso e condi¢do clinica geral,
até o completarem as 72 horas iniciais, quando foi realizada a constatacdo ao diabetes.
Apbs as 72 horas, os animais com glicemias superiors a 200mg/dl, sem estarem em jejum,
foram considerados diabéticos, sendo entdo submetidos a insulinoterapia BID e tratados

de acordo com suas condi¢es clinicas (Tabela S1).

Procedimento cirurgico e cuidados pds-operatérios: O primeiro grupo consiste em
animais que receberam o transplante pela via intravenosa (n=9). A veia escolhida para
administracdo foi a veia da cauda. O animal foi colocado em um contensor e em seguida,
feita antissepsia da cauda com gaze e alcool 70%, feito isso, a cauda foi aquecida com
auxilio de uma lampada (em torno de 35°) para promover vasodilatacdo e melhor
localizagdo da veia. Apds a injecdo do medicamento, os animais foram colocados de volta
em suas gaiolas e foram observados até o final do experimento. O segundo grupo foi
submetido ao transplante pela via intrapancreatica de acordo com a técnica descrita por
G.Bell et al, 2013, dez sitios pancreaticos foram escolhidos e cada animal recebeu uma
amostra de 2x106 célula/0.5ml de PBS estéril. Os animais foram induzidos com
Isoflurano 3 a 4% em 100% de O2 a uma taxa de fluxo de 0,8litros/min e mantidos com
Isoflurano 1 a 2% em 100% de O2 a uma taxa de fluxo de 0,8litros/min durante todo o
procedimento cirdrgico. O fechamento foi realizado em dois planos, com sutura continua
simples na musculatura e pontos simples isolados na pele, ambas com nylon 4-0. O
terceiro grupo foi submetido ao transplante pela capsula renal. Os animais foram

submetidos ao mesmo protocolo anestésico descrito anteriormente e foram posicionados
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em decubito lateral direito. A incisdo foi feita pelo flanco, imediatamente abaixo da Gltima
costela com bisturi (Iamina 15) e ap6s localizacdo do rim, este foi exposto e as células-
tronco inseridas na capsula renal, usando como base a técnica utilizada para o transplante
de ilhotas pancreaticas, previamente publicado em literatura (MA et al., 2016). O
fechamento foi realizado como descrito anteriormente e 0s animais continuaram em
manejo intensivo e monitoramento didrio até 0 momento da eutanasia, 15 dias ap6s o

procedimento cirdrgico.

Cuidados pés cirurgicos: Os grupos submetidos ao procedimento cirurgico foram
divididos em gaiolas individuais com papel toalha estéril, aquecidas (T°C média 27 °C a
30 °C) e com pouca exposicao a luz até a total recuperacéo anestésica. A fim de melhorar
a recuperacdo e evitar a desidratacdo, receberam fluidoterapia aquecida com sol.
fisioldgica 0.9% pela via subcutanea. Os animais foram avaliados diariamente, de forma
intensiva, em relacdo a sinais potenciais associados a dor e comportamento por 7 dias
apos o procedimento cirurgico, sendo medicados regularmente de acordo com o sintoma
apresentado (Tabela S2). As medicacGes usadas durante o experimento foram:
Meloxicam 0,2mg/kg pela via subcutanea, Dipirona 150mg/kg pela via subcutanea,

Meperidina 20mg/kg pela via subcutanea e Enrofloxacino 10mg/kg pela via subcutanea.

Eutanasia: Os animais foram eutanasiados decorridos 15 dias da cirurgia com células-
tronco. O método escolhido para eutanésia segue a regulamentacao dos procedimentos de
eutandsia animal no Brasil (Resolu¢do do CFMV no 1.000, de 11 de maio de 2012). O
procedimento foi realizado com associacdo de cloridrato de Quetamina 50mg/kg +
Xilazina 10mg/kg pela via intramuscular, seguida de Isoflurano inalatério, até o registro

de parada cardiorrespiratoria.
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Ensaio histomorfométrico e imunohistoquimico: Para a histologia do pancreas, a por¢ao
esplénica foi imediatamente fixada em formalina neutra tamponada a 10%. As amostras
foram processadas e emblocadas em parafina; sec¢des de 5 um foram coradas por
hematoxilina-eosina (H-E), sendo que a morfologia e extensao da infiltracdo de células
inflamatdrias (ou pontuacdo de insulite) nas ilhotas pancreaticas foram avaliadas com
microscopio semi-digital (ZEISS / Axioscop 40). Para a analise morfométrica qualitativa,
foram selecionadas 5 ilhotas para cada animal e seu diametro foi analisado com o software
digital Image J®. Além disso, a coloracdo imuno-histoquimica para Insulina foi realizada
utilizando um anticorpo de Insulina policlonal anti-rat (1: 2000; orb10922; Byorbit,
Cambridge, Reino Unido). A reacdo foi realizda utilizando o kit Envision FLEX High-
PH System-HRP / DAB (Dako, Agilent, CA, EUA) de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Para a analise da area afetada, as por¢des das ilhotas marcadas pela insulina
foram medidas e divididas pela area total da ilhota (% da area afetada), com o auxilio do

programa Image J (Figura S3).

Andlise estatistica: A analise comparativa entre dois ou mais grupos em relacéo ao nivel
de significancia estatistica foi avaliada pelo método da Analise de Variancia ONE-way
ANOVA, com pos-teste de multiplas comparacdes de Tukey. Quando possivel, o Teste t
de Student’s, também foi utilizado para comprovacdo entre dois grupos. Os dados
dispostos em gréaficos e tabelas foram expressos em média + desvio padrao e os resultados
estatisticos serdo considerados significativos quando o valor minimo for p < 0,05. Todas

as analises foram realizadas com auxilio do software GraphPad Prism 5.1.
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Resultados

Aloxana é eficaz na inducao ao diabetes grave : O protocolo escolhido para indugéo ao
diabetes experimental foi eficaz em induzir o diabetes grave (glicemias > 600 mg/dl) em
100% dos animais do grupo controle diabético (GCD/ n=9) com somente uma unica
aplicacdo i.p de 120 mg/kg, apds 24 horas de jejum alimentar. Nota-se que houve um
aumento considerado extremamente significativo nos valores de glicemia apds 72 horas
da inducédo do GCD (600 mg/dl) qguando comparado ao GCS (p < 0,0001). (Figura 2 A-B
e Tabela S). De acordo com as avaliacdes histomorfométricas, podemos observar que a
inducdo ao diabetes causou uma significativa atrofia e reducéo do didametro das ilhotas do

GCD, quando comparado ao GCS (p < 0,0001). (Figura 3B)

Transplante pela capsula renal reverte hiperglicemia em ratos diabéticos: O transplante
de células-tronco pela capsula renal foi capaz de promover reducdo significativa (p <
0,01) nos valores de glicemia (mg/dl) ap6s 15 dias do procedimento, quando comparado
com o estado dos animais antes do transplante (Figura 2 C-D) além de promover uma
taxa de sobrevivéncia de 100% (Figura S2). Nao houve reducédo considerada significativa
nas medias glicémicas em 7 ou 15 dias apds o transplante, quando comparado ao estado
anterior ao transplante (p = 0,2). A aplicacao ndo foi suficiente para melhorar a condi¢do
clinica dos animais ou reduzir o requerimento insulinico em quaisquer periodos do
estudo. (Figura 2 E-F). Houve redugdo considerada significativa nas médias glicémicas em
7 dias apods o transplante (p <0,05). Entretanto, essa redugao nao foi sustentavel aos 15 dias
apods o transplante. A aplicacdo ndo foi suficiente para melhorar a condigdo clinica dos
animais visto que os mesmos apresentaram dor constante durante todo o experimento.

(Figura 2 G-H)
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O transplante pela via intra-capsular renal restabeleceu a morfologia das ilhotas:
Somente os animais do GCR apresentaram aumento considerado significativo (p < 0,001)
do didmetro (um) de suas ilhotas, em relagdo ao GCD (Figura 3B). Demais grupos
transplantados ndo obtiveram aumento considerado significativo em relacdo ao GCD e

demais grupos (p > 0,05) (Figura 3C)

Restabelecimento da funcdo da massa f-pancreatica das ilhotas: de acordo com o
estudo imunohistoquimico, no grupo capsula renal, conseguimos detectar aumento
significativo na quantidade de células coradas para Insulina, quando comparado ao
controle diabético e também aos outros animais do experimento (p < 0,05), que nédo

obtiveram beneficios significativos com a terapia. (Figura 4)

Discussao

Apresentamos neste estudo, uma comparacdo in vivo de trés diferentes vias de
aplicacdo de CTMs em animais induzidos ao diabetes com o objetivo de avaliar a eficacia
de cada uma delas, em relacdo a regeneracdo morfofuncional do tecido pancreéatico
lesionado. Um aspecto considerado critico por outros autores em relacdo ao transplante
de células-tronco e a subsequente eficiéncia terapéutica esta na selecdo da melhor via de
aplicacdo visto que a melhor técnica é aquela que oferece o maior nivel de regeneragdo
com menores efeitos colaterais (KURTZ, 2008)

Alguns estudos tém relatado que a melhor forma de otimizar o uso das células-
tronco mesenquimais seria realizar a aplicacdo diretamente no 6rgao alvo, pois isso
poderia maximizar o efeito reparador e imunomodulador e a quantidade de células viaveis

se diferenciando no sitio de lesdo (LI et al., 2015). Nosso estudo utilizou a via
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intrapancreatica para aplicacdo das células-tronco em animais diabéticos, em um modelo
que visava mimetizar o diabetes tipo 1 com diagnostico recente, ou seja, teoricamente
representando um processo inflamatorio ativo. Notamos uma rapida queda nos indices
glicémicos apds 7 dias do transplante pela via intrapancreatica, tendendo até a reversédo
ao estado diabético. Essa reducdo foi considerada significante em relacdo aos niveis
glicémicos no periodo anterior ao protocolo de transplante, indo de acordo com outros
trabalhos que demonstraram o mesmo quadro em relacdo a rapida reducdo nos indices
glicémicos ap0s 7 dias de transplante (YAOCHITE et al., 2015). Entretanto, 0s mesmos
animais que apresentaram reversao do estado hiperglicémico, foram os que vieram a 6bito
apresentando sintomas clinicos instaveis, como: dor intensa, inapeténcia, tremores e
diarreia; compativeis com pancreatite e que mais tardiamente, foi comprovado pela
analise histoldgica (suplementar). A ocorréncia de pancreatite apos transplante de células-
tronco em ratos diabéticos ja foi previamente citada na literatura (CHANG et al., 2009).
Sendo assim, em nosso modelo, 0 uso da via intrapancreéatica nao se demonstrou eficiente
na reparacdo do 6rgédo lesado, quando comparamos com o efeito benéfico e duradouro
relatado por outros autores e também ao comparar com outra via que utilizamos, a via
intra-capsular renal. (L1 et al., 2015; YAOCHITE et al., 2015)

Outro fator que deve ser levado em questdo, além da via a ser escolhida e o tempo
de diagndstico, € a padronizacdo de uma quantidade de células administradas de acordo
com a via a ser escolhida. A maioria dos trabalhos utiliza volumes entre 5x10° (WANG
etal., 2014), 1x10° (YAOCHITE et al., 2015) e 2x10° células (AMMAR et al., 2015)
e 0 nosso estudo utilizou o volume de 2x108 células/0,5ml por aplicacdo, em todas as vias
estudadas. Um outro estudo recente relatou que a administragéo de pequenas quantidade
de células (1,5 x 103 células maximas) pelo parénquima pancredtico pode ser

extremamente Gtil para proliferacdo e até transdiferenciagdo em diversos outros tipos
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celulares, visto que o excesso de células infundidas pode predispor a ativagédo de injuria
local (SATO etal., 2017).

Em relacdo a via intravenosa, sabe-se que as celulas-tronco transplantadas séo
primeiramente captadas no pulmao, sendo que somente cerca de 40-50% do volume
aplicado é redistribuido para a circulacéo sistémica (FISCHER et al., 2009; WU et al.,
2017). Neste modelo proposto, 0 uso da via intravenosa ndo foi eficiente em reduzir os
niveis glicémicos e de melhorar a condicdo clinica dos animais, que apresentaram graves
sintomas respiratorios, como: taquipneia, cansaco facil e morte subita.

Inimeros relatos demonstraram que a via intravenosa pode gerar reducdo da
circulacdo sisttmica (FISCHER et al., 2009), além de graves sintomas de taquipneia,
apneia e morte por embolia pulmonar em 25-40% dos animais transplantados (FURLANI
et al., 2009). Neste presente estudo, o transplante pela via intravenosa gerou uma taxa de
mortalidade de 33%, a mesma taxa gerada pela via intrapancreatica.

Em relacdo a via intra-capsular renal, a literatura demonstra que a capsula renal
ainda é um dos principais locais para o transplante de ilhotas pancreaticas e de células-
tronco, tanto pelo seu facil acesso quanto a rapida velocidade de recuperacdo e
possibilidade de reimplantacdo (GABR et al., 2015; MA et al., 2016; PARK et al., 2011).
Pesquisadores também detectaram aumento na vascularizacao renal apds transplante de
células tronco pela capsula renal de ratos diabéticos (BORG et al., 2014), assim como ja
demonstraram que o transplante de células mesenquimais de tecido adiposo foi capaz de
reduzir a injuria renal pela diminuicdo do estresse oxidativo e citocinas inflamatdrias em
ratos (BAI, 2012).

Destarte, em nosso estudo, podemos comprovar a eficacia previamente relatada,
posto que, a técnica foi a que apresentou melhor beneficio quando comparado as outras

duas técnicas, sendo a Unica técnica que promoveu maior taxa de sobrevivéncia (100%),
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além de reversao do estado hiperglicémico em alguns animais, restabelecimento de peso
e reducdo do requerimento insulinico, corroborando com o achado em estudos anteriores
recentes (WU et al., 2017). Muitos pesquisadores atribuem o efeito positivo do
transplante fora do 6rgdo alvo como sendo um efeito imunomodulador, entretanto, um
outro recente estudo comprovou a transdiferenciacdo de células ndo diferenciadas em
hepatocitos apos transplante pela capsula renal. (CHEN et al., 2017)

De acordo com outros pesquisadores, a reducéo de citocina pro-inflamatorias pode
representar o possivel mecanismo pelo qual o transplante de células mesenqumais previne
a morte das células beta pancreaticas e promove imunomodulacdo.(NAVARRO et al.,
2016). Nosso estudo priorizou o uso de células-tronco mesenquimais nao diferenciadas
em células produtoras de insulina antes do transplante, com o intuito de avaliar o real
efeito imunomodulador deste tipo celular, corroborando com estudos que afirmam a
possibilidade de uso das células-tronco mesenquimais ndo diferenciadas em individuos
diabéticos devido ao seu excelente potencial imunomodulador.(FIORINA et al., 2011)

As CTM possuem importante efeito imunomodulator nos processos inflamatorios
por secretarem inimeros fatores bioativos capazes de regular a inflamagéo presente no
tecido alvo e promover reparacdo tecidual (KAPLAN; YOUD; LODIE, 2011;
NAVARRO et al., 2016). Por conseguinte, é importante assegurar que as células
escolhidas para a terapia génica sejam realmente capazes de secretar tais substancias,
como as citocinas: IL-4, IL-10, TNF e IFN. A técnica utilizada para obtencédo das células-
tronco pode ser crucial na manutencdo destes fatores anti-inflamatorios e devem ser
levados em consideracdo de acordo com o tipo de doenca a ser utilizado e o tempo de
diagnéstico, uma vez que a escolha da melhor via de aplica¢do deve ter como principal
funcdo exercer um efeito autécrino e regenerador direto ou paracrino e

imunomodulador/sinalizador. As células-tronco utilizadas nesta pesquisa foram obtidas
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por técnica de digestdo mecéanica e bioestimulacdo por LED, ou seja, eram células
altamente viaveis e positivas para presenca de citocinas imunomoduladoras e em maior
concentracdo quando comparadas as celulas obtidas por digestdo mecéanica (GARCIA,
2015). De acordo com Garcia et al; 2015, o uso de luz pulsatil na dose de 1 e 3J/cm2 em
culturas de CTM € extremamente importante para estimular a proliferacdo de
interleucinas pré-inflamatorias como IL-4 e IL-10, importantes no processo de reparacao
tecidual e crucial para o diabetes (GARCIA, 2015). Efeito este que provavelmente
justifica o excelente efeito paracrino visto neste estudo apds transplante pela capsula

renal.

Concluséo: O uso de ATMSc foi eficaz em promover efeito imunomodulador quando
utilizado pela céapsula renal, estando provavelmente associado ao estado da doenca e ao
método de obtencdo das células que priorizou a manutencdo de substancias bioativas
cruciais para o processo anti-inflamatoério. Tanto a capsula renal, quanto o uso de células
bioestimuladas por LED parecem eficazes para uso em terapia génica de pacientes
diabéticos, visando contencdo de fatores destruidores da funcdo pancreatica e

promovendo melhores condi¢des de vida.
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Legendas

Figure 1. Periodo de descongelamento das CTMs - Fotografia das culturas celulares em
processo de cultivo e expansdo. A) Células em 10°dia de cultura. B) Células no 15° dia

de cultura. C) Células no 21° dia de cultura.

Figure 2: A-B) Representacdo dos valores de glicemia (mg/dl) do grupo controle
diabético (GCD) e grupo controle sadio (GCS) nos respectivos tempos de indugdo. Dados
expressos em médias + desvio padrdo (Teste t Student). A linha de tendéncia logaritmica
demonstra um bom ajuste, com R-quadrado = 0,98 *** Diferenca considerada
extremamente significativa, onde p < 0,0001.

C-D) Grafico em linhas apresentando valores em média + desvio padréo (C) e Grafico de
dispersdo (scatter plot) apresentando valores individuais (D) da evolucdo dos niveis de
Glicemias (mg/dl) do GCR ap0s o transplante de células-tronco. Diferenca estatistica
considerada significante em relacdo ao controle (15 dias x antes), sendo p < 0,01.
ANOVA, complementada pelo teste de Tukey.

E-F) Grafico em linhas apresentando valores em média + desvio padrao (E) e Gréafico de
dispersdo (scatter plot) apresentando valores individuais (F) da evolucdo dos niveis de
Glicemias (mg/dl) do GIV ap6s o transplante de células-tronco. Dados ndo significantes
estatisticamente ndo representados na tabela. ANOVA, complementada pelo teste de
Tukey.

G-H) Grafico em linhas apresentando valores em média * desvio padrdo (G) e Gréafico
de dispersdo (scatter plot) apresentando valores individuais (H) dos niveis de Glicemias

(mg/dl) do GIP apds o transplante de células-tronco. Dados ndo significantes
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estatisticamente nao representados na tabela. ANOVA, complementada pelo teste de

Tukey.

Figure 3: A) Imagens em Microscopia Digital das laminas histologicas em H.E
correspondentes as ilhotas pancreaticas. CTL: Animal do grupo controle sadio;
DIABETIC: Animal do grupo controle diabético; IV: Animal diabético do grupo
transplante, via intravenosa; PANCREATIC: Animal diabético do grupo transplante, via
intrapancreatica; RENAL: Animal diabético do grupo transplante, via capsula renal.

B) Gréafico de dispersdo (scatter plot) dos valores de diametro (um) das ilhotas
pancreaticas dos animais sadios e diabéticos. Dados considerados extremamente
significantes, onde p < 0,0001. Teste t Student com Welch's correction.

C) Grafico em barras apresentando comparacdes dos valores do didmetro (um) das ilhotas
pancreaticas de todos os grupos do estudo. Dados expressos em média e desvio padréo.
*** Diferenca considerada extremamente significativa, onde p < 0,0001. Analise
ANOVA complementado com Tukey.

** Diferenca considerada muito significativa, onde p < 0,001. Analise ANOVA

complementado com Tukey e Teste t Student com Welch’s Correction.

Figure 4: Ensaio Imunohistoquimico das ilhotas pancreaticas — representacdo da
marcacdo das ilhotas pela Insulina e Grafico em barras apresentando comparacdo da
porcentagem da area marcada pela insulina. Somente o GCR apresentou % significativa
da érea corada pela insulina (P < 0,05) em relacdo a todos os outros grupos do estudo.
Analise ANOVA complementado com Bonferroni. Dados expressos em média + desvio

padréo.
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Supplemental data

Figura S1 - Representacdo de resultado da imunofenotipagem com 6 anticorpos
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Legenda: Imagens do teste de imunofenotipagem geradas pelo software do citbmetro de fluxo.
A- populacdo de CTM selecionada para andlise. B- histogramas em roxo mostrando marcagéo
negativa dos controles isotipicos e autocontroles (deslocado a esquerda). C- histogramas em roxo
mostrando positividade de marcacdo para o CD71 (deslocado & direita) e negatividade de
marcacao para 0s CD11b e CD45. D- histogramas em roxo deslocados a direitano CD90 e CD44,

e a esquerda para o CD31. * Analise realizada por Garcia et al, 2015. Imagens cedidas com

autorizacao da autora



Figura S2 — Percentual de sobrevivéncia dos animais durante o experimento.
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Legenda: Dia 0 = dia em que os animais foram induzidos ao diabetes; Dia 3 = dia
da confirmacdo do diabetes e do transplante de ATMSCs; Dia 18 = dia da
eutanasia, sendo 15 dias ap0s o transplante. Cada simbolo representa a morte de
um animal do respectivo grupo. Control = 55% de sobrevivéncia; IV = 66% de
sobrevivéncia; Pancreatic = 55% de sobrevivéncia; Renal = 100% de

sobrevivéncia
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Figura S3 — Analise imunohistoquimica pelo software Image J.
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Legenda: A - mensuracdo da area marcada pela insulina; B- mensuracdo da

area total - % de area acometida.
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Tabela S1. Manejo intensivo dos animais apds a inducdo ao diabetes.

Parameters (mg/dl; °C) Management
Blood glucose > 500 Insulin Glargine 4,5U.kg.twice daily*
Blood glucose < 100 Glucose Solution 10% orally + 1ml saline SC
Blood glucose < 50 Glucose solution 1V + fluid therapy IV
Temperature < 34 Warming for 30 min + fluid therapy SC
Dehydration 1-5ml warm saline SC

Legenda: * dose adaptada de Federiuk et al, 2004.
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Tabela S2 — Acompanhamento intensivo dos animais no pds-operatério

imediato.
GRUPO CAPSULA RENAL {(GCR)
1 2 3 - 5 8 7 2 2
Peso 2058 2127 180.8 1845 2008 1845 1822 198 180,2
Glig. HIGH 480 350 400 380 508 HIGH 480 HIGH
Dor Leve Leve Leve Leve Leve Severs Severas Leve Mod.
Comp. Normal Normal  Normal Normal Normal Tremor Tremor Normal  Tremor
Des. Leve Leve Leve Leve Leve Grave Grave Leve Mod.
Manejo 1 1 1 3 3 1 1 3 1
GRUPO INTRAPANCREATICO (GIP)
1 2 3 = 5 8 7 3 g
Peso 201.2 2204 150,4 1804 1883 2005 1745 1033 1704
Glig. 112 HIGH HIGH 400 350 HIGH 509 315 HIGH
Dor Severa Severs Severs Severs Severs Severs Severs Severa Severs
Comp. Estupor  Qfgg. Qirg. Isel QiRg. Qfrg. Qre. Qe Ericado
Des. Grave Grave Grave Grave Grave Grave Grave Grave Grave
Manejo N 1 1 1 1 1 1 1 1
GRUPO INTRAVENOSO (GIV)
1 2 3 4 5 8 7 2 g
Peso 1985 2102 165,2 180,5 180,4 2001 180.,2 177.7 2101
Glig 508 420 HIGH 420 380 HIGH 49 HIGH HIGH
Dor - -~ - - - - - - -
Comp. 1sol Qfeg. Normal Normal Normal Normal Estupor Qfeq Normal
Des. Grave Grave Normal Norma  Norma Norma Grave Moderads  Moderada
Manejo 5 5 5 5 5 5 5] 5 5

Legenda: Dados representados em valores individuais de Peso corporal

(gramas), Glicemia (mg/dl) e Avaliagdo de Dor, Comportamento,

Desidratacdo e Manejo de cada animal dos grupos do estudo. * HIGH:

Glicemia (mg/dl) maior que 600.
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Tabela S3 —Representagdo dos valores de glicemia (mg/dl) do grupo
controle diabético (GCD) e grupo controle sadio (GCS) nos respectivos

tempos de inducéo

Antes 24hrs 48hrs 72hrs
GCD 63+13 325+189 538+82 600+0***
GCS 105+16 108+28 114423 11017

Legenda: Dados expressos em médias + desvio padrdo (Teste t Student).

*** Diferenca considerada extremamente significativa, onde p < 0,0001.
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5. DISCUSSAO GERAL

Apresentamos neste estudo, um experimento que teve como objetivo
comparar trés diferentes vias de aplicagdo de CTMs em animais induzidos ao
diabetes, mimetizando um diagndstico recente, com o objetivo de avaliar a
eficAcia em relagdo a regeneracdo morfofuncional do tecido pancreético
lesionado. Um aspecto considerado critico por outros autores em relacdo ao
transplante de células-tronco e a subsequente eficiéncia terapéutica esta na
selecdo da melhor via de aplicacdo visto que a melhor técnica é aquela que
oferece o maior nivel de regeneragdo com menores efeitos colaterais (KURTZ,
2008)

A literatura demonstra inUmeras vias de aplicacdo de células-tronco
mesenquimais na tentativa de promover regeneracao pancreética, entre elas, a
via intravenosa € uma das vias mais empregadas (AMMAR et al., 2015; BAI,
2012), juntamente com a via intraperitoneal (BAI, 2012; KERN et al., 2006;
KLINKER et al.,, 2015), ambas pelo facil acesso. Outras vias ja relatadas
incluem: intra-esplénica (YAOCHITE et al., 2015), intra-hepética (BORG et al.,
2014), intrapancreética (BELL et al., 2013; LI et al., 2015; PHAN et al., 2014) e
pela capsula renal. (MA et al., 2016; WU et al., 2017), sendo que todas as vias
citadas aparentam uma certa eficiéncia quando avaliadas isoladamente,
contudo, nosso estudo considerou comparar as trés vias mais estudadas
atualmente (intravenosa, intra capsular renal e intravenosa) (CHEN et al., 2017;
YAOCHITE et al.,, 2015) associados ao uso de células-mesenquimais néo

diferenciadas.
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Alguns estudos tém relatado que a melhor forma de otimizar o uso das
células-tronco mesenquimais seria realizar a aplicacdo diretamente no 6rgao
alvo, pois isso poderia maximizar o efeito reparador e imunomodulador e a
quantidade de células viaveis se diferenciando no sitio de lesdo. Sendo assim, o
uso da via intrapancreética seria indicada por ativar células pancreaticas
enddgenas/precursoras, auxiliando a restaurar o dano pancreatico de forma
muito mais eficaz (LI et al., 2015). Nosso estudo utilizou a via intrapancreética
para aplicacdo das células-tronco em animais diabéticos, em um modelo que
visava mimetizar o diabetes tipo 1 com diagndstico recente, ou seja,
teoricamente representando um processo inflamatério ativo e, sendo assim, em
nosso modelo, o uso da via intrapancreética nao demonstrou-se eficiente na
reparacdo do oOrgdo lesado, quando comparamos com o efeito benéfico e
duradouro relatado por outros autores e também ao comparar com outra via que
utilizamos, a via intra-capsular renal. (LI et al., 2015; YAOCHITE et al., 2015)

Em nosso estudo, notamos uma rapida queda nos indices glicémicos
apos 7 dias do transplante pela via intrapancreética, tendendo até a reversao ao
estado ndo diabético. Essa reducdo foi considerada significante em relacao aos
niveis glicémicos no periodo anterior ao protocolo de transplante, indo de acordo
com outros trabalhos que demonstraram o mesmo quadro em relacdo a rapida
reducdo nos indices glicémicos apos 7 dias de transplante (YAOCHITE et al.,
2015). Entretanto, mesmo normalizando os niveis de alguns animais apos 7 dias,
0S mesmos animais que apresentaram reversao do estado hiperglicémico, foram
0S que vieram a Obito apresentando sintomas clinicos instaveis, como: dor
intensa, inapeténcia, tremores e diarreia. Todavia, devido a auséncia de

hiperglicemia, associamos a morte desses animais as complicagdes secundarias
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ao transplante pela via intrapancreética, comprovada pela analise histolégica do
pancreas deste grupo que demonstrou permanéncia de areas de hemorragia e
inflamacgéo, compativeis com pancreatite. A ocorréncia de pancreatite apés
transplante de células-tronco em ratos diabéticos ja foi previamente citada na
literatura (CHANG et al., 2009).

Outro fator que deve ser levado em questdo, além da via a ser escolhida
e o tempo de diagndstico, € a padronizacdo de uma quantidade de células
administradas de acordo com a via a ser escolhida. A maioria dos trabalhos
utiliza volumes entre 5x10° (WANG et al., 2014)1, 1x10° (YAOCHITE et al.,
2015) e 2x10° células (AMMAR et al., 2015) e o nosso estudo utilizou o volume
de 2x106 células/0,5ml por aplicacédo, em todas as vias estudadas.

Um outro estudo recente relatou que a administracdo de pequenas
quantidade de células (1,5 x 103 células méaximas) pelo parénquima pancreético
pode ser extremamente util para proliferacdo e até transdiferenciacdo em
diversos outros tipos celulares, visto que o excesso de células infundidas pode
predispor a ativacado de injuria local (SATO et al., 2017). Podemos entéo inferir
que a baixa eficacia do uso desta via neste trabalho possa estar relacionada
também, ao alto volume de células injetadas (2x106 células), sendo necessérias
novas pesquisas na tentativa de padronizagcéo de volume injetado/ via utilizada/
fase de doenga. Em uma fase de diagnostico recente do diabetes ou até
preventivo, a terapia celular com uso de células tronco mesenquimais parece
exercer melhor efeito quando sua caracteristica imunomoduladora € melhor
aproveitada, visto que atualmente, pesquisadores tem proposto a necessidade

de mudanca na denominacao de stem cells conferidas as células mesenquimais
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para signaling cells , comprovando seu real efeito imunomodulador.(CAPLAN,
2017)

Em relacdo a via intravenosa, sabe-se que as células-tronco
transplantadas sao primeiramente captadas no pulmao, sendo que somente
cerca de 40-50% do volume aplicado é redistribuido para a circulacéo sistémica
(FISCHER et al., 2009; WU et al., 2017). Em nosso estudo, a via intravenosa nao
foi eficiente em reduzir os niveis glicémicos ou melhorar a condicdo morfométrica
das ilhotas, além de ndo ter promovido melhora clinica aos animais, que
permaneceram ofegantes até o final do estudo, concordando com inumeros
relatos que demonstraram que onde uso da via intravenosa pode gerar reducao
da circulagéo sistémica (FISCHER et al., 2009), além de graves sintomas de
taquipneia, apneia e morte por embolia pulmonar em 25-40% dos animais
transplantados (FURLANI et al., 2009). Neste presente estudo, o transplante
pela via intravenosa gerou uma taxa de mortalidade de 33%, a mesma taxa
gerada pela via intrapancreética.

Em relacdo a via intra-capsular renal, a literatura demonstra que a capsula
renal ainda é um dos principais locais para o transplante de ilhotas pancreaticas
e de células-tronco, tanto pelo seu facil acesso quanto a rapida velocidade de
recuperacdo e possibilidade de reimplantacdo (GABR et al., 2015; MA et al.,
2016; PARK et al., 2011). Além destes fatores, a capsula renal ja foi descrita
como portadora de células-tronco locais sendo que estas auxiliam a reparacéo
do parénquima renal secundario a injurias e disturbios metabolicos. (MOSHREFI
et al., 2015; PARK et al., 2011). Pesquisadores também detectaram aumento na
vascularizacéo renal apos transplante de células tronco pela capsula renal de

ratos diabéticos (BORG et al.,, 2014), assim como ja demonstraram que o0
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transplante de células mesenquimais de tecido adiposo foi capaz de reduzir a
injuria renal pela diminuicdo do estresse oxidativo e citocinas inflamatorias em
ratos (BAI, 2012).

Destarte, em nosso estudo, podemos comprovar a eficacia previamente
relatada, posto que, a técnica foi a que apresentou melhor beneficio quando
comparado as outras duas técnicas, sendo a Unica técnica que promoveu maior
taxa de sobrevivéncia (100%), além de reverséo do estado hiperglicémico em
alguns animais, restabelecimento de peso e reducao do requerimento insulinico,
corroborando com o achado em estudos anteriores recentes (WU et al., 2017).

Muitos pesquisadores atribuem o efeito positivo do transplante fora do
orgao alvo como sendo um efeito imunomodulador, entretanto, um outro recente
estudo comprovou a transdiferenciacdo de células ndo diferenciadas em
hepatdécitos apods transplante pela capsula renal. (CHEN et al., 2017)

Ainda h& muitas controversas em relacdo ao real papel exercido pela
célula-tronco em relacdo ao transplante de células-tronco quando realizados fora
do sitio de lesédo e também quando estas ndo estdo previamente diferenciadas
in vitro. De acordo com outros pesquisadores, a reducdo de citocina proé-
inflamatorias pode representar o possivel mecanismo pelo qual o transplante de
células mesenqumais previne a morte das células beta pancreaticas e promove
imunomodulag&o.(NAVARRO et al.,, 2016). Nosso estudo priorizou 0 uso de
células-tronco mesenquimais ndo diferenciadas em células produtoras de
insulina antes do transplante, com o Iintuito de avaliar o real efeito
imunomodulador deste tipo celular, corroborando com estudos que afirmam a

possibilidade de uso das células-tronco mesenquimais néo diferenciadas em
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individuos diabéticos devido ao seu excelente potencial
imunomodulador.(FIORINA et al., 2011)

As CTM possuem importante efeito imunomodulator nos processos
inflamatoérios por secretarem iniUmeros fatores bioativos capazes de regular a
inflamacé&o presente no tecido alvo e promover reparacéo tecidual (KAPLAN;
YOUD; LODIE, 2011; NAVARRO et al., 2016). Por conseguinte, € importante
assegurar que as ceélulas escolhidas para a terapia génica sejam realmente
capazes de secretar tais substancias, como as citocinas: IL-4, IL-10, TNF e IFN.
A técnica utilizada para obtencdo das células-tronco pode ser crucial na
manutencdo destes fatores anti-inflamatérios e devem ser levados em
consideracdo de acordo com o tipo de doenca a ser utilizado e o tempo de
diagndstico, uma vez que a escolha da melhor via de aplicacdo deve ter como
principal func@o exercer um efeito autocrino e regenerador direto ou paracrino e
imunomodulador/sinalizador.

As células-tronco utilizadas nesta pesquisa foram obtidas por técnica de
digestdo mecénica e bioestimulacdo por LED, ou seja, eram células altamente
vidveis e positivas para presenca de citocinas imunomoduladoras e em maior
concentracdo quando comparadas as células obtidas por digestdo mecéanica
(GARCIA, 2015). De acordo com Garcia et al; 2015, o uso de luz pulsatil na dose
de 1 e 3J/cm? em culturas de CTM é extremamente importante para estimular a
proliferacéo de interleucinas pro-inflamatorias como IL-4 e IL-10, importantes no
processo de reparacéao tecidual e crucial para o diabetes (GARCIA, 2015). Efeito
este que provavelmente justifica o excelente efeito paracrino visto neste estudo

apos transplante pela capsula renal.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Concluimos que a via intra capsular renal foi eficaz em reverter o
estado diabético de maneira significante em 33% dos animais além
de ser eficaz em melhorar a condicdo clinica dos animais e
assegurar uma taxa de sobrevivéncia de 100% até o final do
estudo, sem a necessidade de insulinoterapia ou com doses
menores em relacdo as doses inicialmente empregadas.

O uso de MSc néo diferenciadas foi eficaz em promover efeito
imunomodulador quando utilizado pela capsula renal, estando
provavelmente associado ao estado da doenca e ao método de
obtencdo das células que priorizou a manutencao de subtancias
bioativas cruciais para o processo anti-inflamatério.

Tanto a capsula renal, quanto o uso de células nao diferenciadas
parecem eficazes para uso em terapia génica de pacientes
diabéticos, visando contencdo de fatores auto-imunes e

regeneracao morfofuncional do tecido lesionado.
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