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Resumo

Lojudice, F.H. Identificacio de Genes Diferencialmente Expressos
durante diferenciacio de Células-Tronco e Caracterizacao de Células
Progenitoras Mesenquimais. 2008. 201p. Tese de Doutorado - Programa
de P6s-Graduacdo em Bioquimica. Instituto de Quimica, Universidade de
Sao Paulo, Sao Paulo.

Diabetes mellitus (DM) designa um conjunto de patologias devidas a
falta ou acdo deficiente da insulina. O DMI1 é causado por ataque auto-
imune as células B-pancredticas secretoras de insulina, enquanto DM2 ¢é
relacionado com idade e obesidade. Alotransplante de pancreas ou de
ilhotas sdo alternativas terap€uticas, mas escassez de 6rgaos e necessidade
de imunossupressdo sao obstaculos importantes. Células-tronco, isoladas da
massa interna de blastocistos e de tecidos adultos, sdo capazes de auto-
renovacdo e diferenciacdo, podendo ser utilizadas para o tratamento de
doencgas. Os objetivos deste trabalho foram: a) buscar novos genes
envolvidos no processo de diferenciacdo de células tronco em células
secretoras de insulina e b) isolar e caracterizar células-tronco mesenquimais
humanas. Células-tronco embriondrias murinas foram induzidas a se
diferenciar em clusters similares a ilhotas. O RNA foi utilizado para sondar
microarrays de DNA (CodeLink) e os genes diferencialmente expressos
foram confirmados por Q-PCR, sendo possivel identificar 16 novos genes
associados a diferenciagdo. Dois tipos diferentes de células-tronco
mesenquimais foram isoladas da veia (MSC) e do sangue (UCB) de cordao
umbilical humano. Imunofenotipagem e caracterizagdo molecular por Q-
PCR, apontaram para a existéncia de dois tipos diferentes de progenitoras

mesenquimais adultas no corddo umbilical humano.

Palavras-chave:  Células-tronco, CodeLink, Corddo Umbilical, Diabetes,
Diferenciacao, Insulina.



Abstract

Lojudice, F.H. Identification of Differentialy Express Genes during the
differentiation of Stem Cells and Characterization of Mesenchymal
Progenitor Cells. 2008. 201p. PhD Thesis - Graduate Program in
Chemistry ou Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo.

Diabetes mellitus (DM) defines a number of pathologies caused by
the lack or deficient action of the insulin hormone. DM1 is caused by an
auto-immune attack to insulin secreting B-pancreatic cells, while DM?2 is
related to ageing and obesity. Pancreas and islet allo-transplantation
constitute therapeutic alternatives, but severe organ shortage and the
absolute requirement for immunossupression still constitute important
obstacles. Stem cells isolated from the blastocist inner cell mass and from
adult tissues are capable of self-renewal and differentiation, and may be
utilized for treatment of several diseases. The objectives of this work were:
a) to search for new genes involved in the process of differentiation of stem
cells into insulin-secreting cells and b) to isolate and characterize
mesenchymal stem cells. Murine embryonic stem cells were induced to
differentiate in islet-like clusters. Total RNA was utilized to probe DNA
microarrays (CodeLink) and the differentially expressed genes were
confirmed by Q-PCR, with 16 new genes being identified as associated
with differentiation. Two different types of mesenchymal stem cells were
isolated from human umbilical cord vein (MSC) and blood (UCB).
Immunophenotyping and molecular characterization by Q-PCR, pointed to
the existence of two different types of progenitor mesenchymal stem cells

in human umbilical cord.

Keywords: Stem Cells, CodeLink, Diabetes, Differentiation, Insulin, Umbilical Cord.
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1. Introducao

1.1. Diabetes mellitus

Diabetes mellitus (DM) designa um conjunto de patologias nas quais
ocorrem alteracdes do metabolismo intermedidrio provocadas por falta de
ou ac¢do deficiente da insulina. Segundo a Organizacdo Mundial de Satde
(OMS), no ano 2000, o nimero de pacientes diabéticos no Mundo foi
estimado em 171 milhdes de habitantes, com proje¢des de um aumento de
aproximadamente duas vezes até 2025. No Brasil, foram diagnosticados, no
ano 2000, cinco milhdes de pacientes diabéticos, mas este nimero podera
triplicar até o ano de 2030 (http://www.who.int).

O DM ¢ uma sindrome de etiologia multipla, decorrente da falta de
insulina e/ou da incapacidade da insulina de exercer adequadamente seus
efeitos. As células beta adultas sdo localizadas nas ilhotas de Langerhans
do pancreas, sendo especializadas na producao de insulina e
monitoramento de nutrientes, acompanhado da secrecdo hormonal. Deste
modo, insulina € secretada pelas células beta em resposta a glicose (o
principal secretagogo), dcidos graxos e aminodcidos, sendo, esta resposta
modulada por certos sinais nervosos, hormdnios e agentes farmacoldgicos.
(Liang et al., 1994; Ahren, 2000; Nesher et al., 2002; Newgard et al.,
2002). A insulina participa da absor¢do de nutrientes (principalmente
glicose) do sangue nos musculos, figado e tecido adiposo, permitindo a
normalizacdo da glicemia. Pacientes diabéticos ndo produzem insulina ou a
produzem em quantidade insuficiente para controlar a glicemia corporal.

O DM caracteriza-se por hiperglicemia cronica com distirbios do
metabolismo dos carboidratos, lipidios e proteinas. As conseqiiéncias do

DM a longo prazo incluem danos, disfuncdo e faléncia de vérios 6rgaos,
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especialmente rins, olhos, nervos, coracdo e vasos sangiiineos. O DM € um
importante problema de sadde publica uma vez que € freqiiente, esta
associado a complica¢des que comprometem a produtividade, qualidade de
vida e sobrevida dos individuos, além de envolver altos custos no
tratamento da prépria doenca e das suas complicagdes. Medidas de
prevencdo do DM, assim como das complicagdes, sdo eficazes em reduzir o
impacto desfavordvel sobre morbimortalidade destes pacientes. Tal
impacto pode ser avaliado através de dados obtidos de fontes do Ministério
da Saude (Silvestre, 1997), levantamentos regionais (Spichler et al., 1998;

Bruno, 1999) e de outras associacdes (ADA, 1999):

* DM como o diagndstico primdrio de internagdo hospitalar aparece como a
sexta causa mais freqiiente e contribui de forma significativa (30% a 50%)
para outras causas como cardiopatia isquémica, insuficiéncia cardiaca,
colecistopatias, acidente vascular cerebral e hipertensdo arterial (Silvestre,
1997);

* Pacientes diabéticos representam cerca de 30% dos pacientes que sao
internados em Unidades Coronarianas Intensivas com dor precordial;

* DM ¢ a principal causa de amputacdoes de membros inferiores (Spichler et
al., 1998);

* E, também, a principal causa de cegueira adquirida;

* Cerca de 26% dos pacientes que ingressam em programas de didlise sdo

diabéticos (Bruno, 1999).

Nos ultimos anos houve avangos importantes no estabelecimento de
critérios diagnosticos do DM e no conhecimento de novas estratégias de
tratamento. A doenga cardiovascular é a principal responsavel pela reducao
da sobrevida de pacientes diabéticos, sendo a causa mais freqiiente de

mortalidade (Panzram, 1987).
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1.1.1. Tipos de Diabetes mellitus

1.1.1.1. Diabetes mellitus tipo I (DM1)

O Diabetes mellitus tipo I € uma doenga na qual a destruicao das
células beta pancredticas leva a uma hiperglicemia persistente. A
Associacdo Americana de Diabetes propds uma classificagdo etioldgica,
como diabetes tipo 1A representando o diabetes imuno-mediado e o 1B
representando a forma ndo-autoimune idiopdtica do diabetes tipo 1
(RECDCDM, 1997). Doengas adicionais com severa deficiéncia em células
B, com etiologias genéticas ou ambientais conhecidas sdo caracterizadas
individualmente.

O melhor e mais comum marcador para distinguir o DM1 das outras
formas de diabetes é a presenca de anticorpos anti-ilhotas. Tipicamente,
auto-anticorpos reagem contra acido glutamico descarboxilase (GADG6S),
insulina e insulinoma antigen-2 (Eisenbarth, 2007). Mesmo na presenca de
reagOes falso-positivas (aproximadamente 1%), juntos, um ou mais desses
auto-anticorpos estdo presentes em cerca de 90% dos diabéticos tipo 1
recém-diagnosticados (Wang et al., 2007). Sem duavida, ha outros auto-
antigenos a serem definidos e uma populacido de pacientes sem esses trés
principais auto-anticorpos.

Injecdes diarias de insulina sdo necessdrias para a sobrevivéncia do
paciente diabético, principalmente no caso do DMI1. No entanto, é comum
os pacientes desenvolverem complicacdes a longo prazo, como
neuropatias, nefropatia, retinopatias e doencas do coracao, etc, devido ao
precdrio controle da glicemia, o que abre as portas para outros métodos de
tratamento. O Diabetes Control and Complications Trial (DCCT)
demonstrou que a terapia intensiva do DM1 retarda o inicio e a progressao
das complicacdes microvasculares em adolescentes e adultos (DCCT,

1993; DCCT, 1994), mas também aumenta a incidéncia de episddios
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severos de hipoglicemia. Estes episddios podem levar a um desarranjo e
morbidez nas capacidades cognitivas e psicossociais em criangas com
menos de 5 anos de idade diagnosticadas com DM1 (Wagner et al., 2005).
Além disso, estes episodios hipoglicémicos também podem ser o fator

limitante para se alcancar um bom controle metabdlico (DCCT, 1994).

1.1.1.1.1. Fisiopatologia do DM1

Embora as conseqiiéncias do ataque auto-imune no DMI1 sejam
Obvias, as causas iniciais que ativam a resposta imune ainda ndo estdo bem
claras. Esta informacdo pode ser relevante em alguns tipos de doencgas
auto-imunes suscetiveis para receber implantes celulares, pois deve
determinar o regime imunossupressor no pds-operatério do paciente.
Existem duas fases distintas na progressio do DM1. A primeira fase,
chamada de insulite é caracterizada pela invasdo do tecido da ilhota por
uma populacdo de leucdcitos (Linfocitos T). A insulite ocorre somente
quando as células beta estdo presentes, indicando que este é um processo
direcionado a elas. A segunda fase corresponde a destruicao das células
beta e a subseqiiente auséncia de insulina (Mathis et al., 2001; Roep, 2003).

Células T diabetogénicas sao classificadas em duas classes: CD4+
helper e CD8+ citotéxicos. Ambas respondem, através de diferentes vias,
para auto-antigenos gerados, principalmente, mas ndo exclusivamente, nas
células beta pancredticas. Para as células CD4+, estes antigenos sdo
apresentados pelo major histocompatibility complex (MHC) classe II,
encontrado em células especializadas em apresentar antigenos, como as
células dendriticas. Para as células CD8+, os antigenos sdo apresentados
pelo MHC classe I, que sdo encontrados na maioria das células sométicas
(Mathis et al., 2001).

As causas primdrias do processo auto-imune ainda sio pobremente

caracterizados, mas acredita-se que os Linfécitos T encontram os auto-
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antigenos no tecido da ilhota ou nos linfonodos que drenam as ilhotas. Para
este fim, a onda de morte das células beta acontece em estigios juvenis,
permitindo a retirada de debris celulares pelas células dendriticas presentes
nas ilhotas. Estas células migram e ‘“apresentam” os antigenos para os
Linfécitos T circulantes, que se tornam ativos e migram através do tecido
para atingir as ilhotas (Notkins, 2002).

Neste contexto, as moléculas de MHC (HLA em humanos) t€ém um
importante papel. A regido do HLA € um cluster de 200 genes localizados
no cromossomo 6, que codificam para glicoproteinas de superficie e
permitem ao sistema imune discriminar entre suas proprias células e
células/organismos/materiais ‘“‘estranhos” (incluindo virus, bactérias e
implantes). A funcdo destas glicoproteinas é apresentar peptideos, que sdo
o resultado da protedlise intracelular de proteinas, para antigenos
receptores localizados na superficie dos linfocitos T CD4+ e CD8+. As
regides que codificam as moléculas de HLA classe I e classe II sdo
altamente polimorficas, originando inimeros variantes diferentes.

A insulina, por si sO, representa o maior auto-antigeno no DM1 e
anticorpos anti-insulina sao marcadores de pré-diabetes, especialmente em
jovens e criangas. Os anticorpos gerados por diabéticos sdo principalmente
direcionados a cadeia B da molécula (Palmer et al., 1983). Estima-se que
ao redor de 90% dos caucasianos com DM1 possuem anticorpos contra
GAD, TA-2 e insulina (Mathis et al., 2001; Notkins, 2002). Outros genes
com potencial para geracdo de anticorpos sdo: FADD (Fas-associated
death protein), SOD (Superdxido Dismutase mitocondrial), IGRP (islet-
specific glucose-6-phosphate-related protein), ENSA (alpha-endosulphine,
um regulador endogeno do canal de K,rp), CTLA4 (co-stimulatory
receptors for T-cell activation, que inclue o CD28) e IL-12 (Interleucina
12) (Nistico et al., 1996; Heron et al., 1999; Adorini, 2001; Pociot et al.,
2002; Hutton et al., 2003).
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Os mecanismos de destruicdo seletiva das células [ podem ser
diretos ou indiretos. Na destrui¢do direta, os linfécitos citotéxicos CD8+
reconhecem as proteinas de superficie apresentadas pelos peptideos de
HLA classe I das células B. Isto induz a ativagdo de vias de transdugdo de
sinal nas quais os efetores (por exemplo, Fas/Fas-ligante,
perforin/granzyme) ativam a apoptose nas células B (Fisher et al., 1995;
Tivol et al., 1995; Mathis et al., 2001).

Na destrui¢do indireta das células B, os linfécitos T CD4+ helper
reconhecem os auto-antigenos das células [3, apresentados pelas moléculas
de HLA classe II das células dendriticas (células B ndo expressam proteinas
de HLA classe II). Células dendriticas tém um papel importante na
regulacdo da resposta imune. Os dendritos maduros estimulam a resposta a
Thl, e se o balanco de linfécitos Th1/Th2 pesar em favor de Thl a
conseqiiéncia fatal é a destrui¢do das células § pancredticas (Mathis et al.,
2001; Notkins, 2002; Roep, 2003).

Ap6s o ataque dos linfécitos, durante a insulite, ocorre a liberagdo de
citocinas pro-inflamatérias e o aparecimento de anticorpos que resultam
numa demora na reacdo inflamatéria mediada por células. Entre as
citocinas responsaveis pela resposta inflamatdria, as mais importantes sao:
IL-1, IL-6, IL-10 TNF-a e INF-y (Lee et al., 2004; Mysliwska et al., 2005;
Vella et al., 2005). Foi provado que a expressdo de IL-2 em camundongos
transgénicos produz uma destruicdo em massa de ilhotas pancreéticas. Foi
também demonstrado que IL-6 participa do processo de insulite, IL-10
pode ser um fator que acelera o aparecimento do diabetes e INF-y ativa os
linfécitos T que atacam especificamente as células f.

As doencgas auto-imunes podem progredir se ndo houver algum sinal
inibitério mediado por CTLA-4 (CD152). Este homodimero de 33-34 kDa

€ um receptor de alta afinidade por IL-2, sendo essencial para a
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manutencdo do balango entre proliferagdo dos linfécitos T ativados e sua
inibi¢do (Dariavach et al., 1988). Linf6citos T ndo estimulados expressam
CD28, que se liga a moléculas de co-estimulacdo, como B7, presentes nas
membranas das células que expressam o antigeno, resultando na ativacao
dos linfécitos. Uma vez ativado, o linfécito passa a expressar CD152 e
desliga o CD28, completando a resposta imune contra o antigeno. Na
auséncia de CD152, a resposta ocorreria continuamente. E interessante
notar que alguns dos genes susceptiveis para o DM1, como IDDM7, sdo
codificados muito proximos ao gene do CD152 (Rudd, 1996).

A destrui¢do das células P pancredticas por linfécitos T CD8+
citotoxicos requer uma importante atividade de co-estimulacdo, para
induzir os linfécitos T CD8+ a produzir IL-2, que ativa a proliferacdo e
diferenciacdo celular. Em alguns casos, a presenga de linfécitos T CD4+ ¢
também necessdria para compensar o possivel déficit de co-estimulacdo
que podem ter os linfécitos T CD8+ (Liu et al., 1992). Além do mais, os
linfécitos T CD4+ podem agir através de: a) ativacdo das células
apresentadoras de antigenos, que podem entdo expressar mais moléculas de
co-estimulacdo, ou b) secrecao de IL-2, que pode se ligar aos receptores
presentes nos linfocitos T CD8+ adjacentes, induzindo sua ativacdo, sem a
necessidade de moléculas de co-estimulacgao.

O DMI1 desenvolve-se lentamente e as anormalidades nas funcoes
das células B progressivamente anunciam o que aparenta ser um inesperado
desenvolvimento de hiperglicemia. O aumento de HbAlc em relacdo aos
niveis normais (Stene et al., 2006), diminui¢ao do apetite ou da tolerancia a
glicose, assim como a perda da secrecdo de insulina de primeira fase,
usualmente precedem o diabetes evidente. A exata massa de células [
remanescente no momento do diagndstico € pobremente definido e quase
ndo existem estudos de insulite antes do aparecimento do diabetes (Gianani

et al., 2006). Para pacientes com DM1 permanente, existem evidéncias de
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que algumas funcdes das células f permanecem (por exemplo a secrecao de
peptideo C), embora a massa de células B comumente esteja diminuida para
menos de 1% do normal (Meier et al., 2005). Atualmente, estudos para
quantificar a massa de células B e insulite estdo somente comecando a ser
desenvolvidos. Em particular, estudos de tomografia computadorizada com
emissdo de positrons, usando uma amina marcada (dihydrotetrabenazine)
pode prover o primeiro método de andlise de células  (Souza et al., 2006),
sendo que esta técnica estd comecando a ser aplicada em humanos. Outra
série de métodos estd sendo usada para analisar insulite (Turvey et al.,
2005).

Existem fortes evidéncias indicando que o desenvolvimento do DM1
¢ determinado pelo balanco entre os linfécitos T patogénicos e reguladores
(Mordes et al., 2004; Chatenoud et al., 2005). Uma questdo fundamental é
se existem auto-antigenos primdrios para auto-reatividade inicial de células
T, com subseqiiente reconhecimento de multiplos antigenos de ilhotas. Um
grande nimero de pesquisadores tem analisado em camundongos NOD,
que espontaneamente desenvolvem o DMI, a importincia da imuno
reatividade a insulina, com a dramética descoberta de que eliminando-se a
resposta imune a insulina, bloqueia-se o desenvolvimento do diabetes e a
insulite, e ainda mais, impressionante, a resposta auto-imune a outros auto-
antigenos como IGRP (Islet-specific Glucose-6-phosphatase-Related
Protein) (Krishnamurthy et al., 2006). Silenciando os genes da insulina
(camundongos possuem dois genes para insulina, ao contrario dos humanos
que possuem apenas 1) com a introdu¢do de uma insulina mutada, com a
troca por alanina na posi¢do 16 no lugar de uma tirosina na cadeia B da
insulina, previne-se o desenvolvimento do diabetes (Nakayama et al.,
2005). O reconhecimento dessa cadeia B do peptideo de insulina por

linfécitos T depende de um receptor de célula T “ndo-estringente”, com
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conservacao apenas da seqii€éncia da cadeia o e ndo da regidao N da cadeia a
ou da cadeia B (Homann et al., 2006).

Um estudo recente do linfonodo pancredtico de dois pacientes com
DM1 encontrou um receptor conservado de células T, com células T
reagindo com peptideos da cadeia a de insulina (aminodcidos 1-15) (Kent

et al., 2005).

1.1.1.1.2. Heranca “Monogénica” do DM

Uma simples mutacdo do gene foxP3 (forkhead box P3), um fator de
transcri¢do que controla o desenvolvimento de células T regulatdrias, € a
causa do diabetes neonatal (Wildin et al., 2005). Esta sindrome é conhecida
como IPEX (Immune dysregulation, Polyendocrinopathy, Enteropathy, X-
linked). Como ja explicitado, criangas que sofrem desta desordem, sofrem
de uma auto-imunidade avassaladora e comumente ndo ultrapassam a
infancia. Transplantes de medula 6ssea podem reverter a doenga. Como
diferencial no diagnéstico de diabetes neonatal, deve ser reconhecido que
metade das criangas que desenvolvem o diabetes neonatal permanente tem
uma mutacdo na molécula do receptor de sulfoniluréia, Kir6.2. Estas
criangas com suas formas auto-imunes de diabetes, podem ser tratadas com
terapia oral de sulfoniluréia.

Embora mais comum que a sindrome de IPEX, a sindrome de APS-1
(Autoimmune Polyendocrine Syndrome type 1) também € rara. Ela resulta
da mutacdo do gene AIRE (Autoimmune Regulator), outro fator de
transcricdo (Su et al., 2004). Aproximadamente 15% dos pacientes com
esta sindrome desenvolvem diabetes auto-imune. A principal hipétese €
que AIRE controla a expressio de auto-antigenos e seleciona
negativamente a auto-reatividade de linfécitos T no timo. Uma descoberta
dramdtica muito recente € a demonstracao de que essencialmente 100% dos

pacientes com APS-1 tem anticorpos reagindo com interferon o e outros
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interferons (Eisenbarth, 2007). Estes anticorpos sao extremamente raros e
essencialmente nao sdo encontrados em pacientes com DMI1.

Pacientes com DM1 e seus parentes possuem risco de desenvolver
auto-imunidade da tiredide, doenga de Addison, anemia perniciosa € uma
série de outras doengas auto-imunes (Barker et al., 2005).
Aproximadamente 1 em 20 pacientes com DMI1 tem doenga “celiac”,
detectada por bidpsia, embora a maioria ndo possua sintomas (Hoffenberg
et al., 2004). Estes pacientes assintomaticos sd@o usualmente identificados

pelos anticorpos anti-transglutaminases.

1.1.1.1.3. Heranga Oligo/Poligénica do DM 1

O DMI tornou-se uma das doengas poligénicas mais intensamente
estudadas. As mais fortes associacdes com suscetibilidade e protecdo do
DM1 sao com as moléculas de HLA DR e DQ. Os alelos DQB1*0602 sao
associados com protecdo dominante, e DR3-DQ2 (DQB1*0201) e DR4-
DQ8 (DQB1*0302) sao associados com suscetibilidade. O risco absoluto
de uma crianga, de uma populacao qualquer, desenvolver o DM 1 € similar
a primeira geracao de pais de um paciente com DM (cerca de 1 em 20).

Muitos outros genes podem ser implicados na contribuicdo da
suscetibilidade ao DMI1, especialmente porque a andlise completa do
genoma estd comecando a ser aplicada a andlise do risco de aparecimento
do DM1 (CTLA4 [Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated protein 4], IFIH1
[Interferon Induced with Helicase C domain 1], ITPR3 [Insitol 1,4,5-
Triphosphate Receptor 3], IL-2R, PTPN22 [Protein Tyrosine Phosphatase,
Nonreceptor type 22]).
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1.1.1.1.4. Influéncia de Fatores Ambientais no Aparecimento do DM1

O aumento da incidéncia do DM1 sugere fortemente que fatores
ambientais sao importantes. A principal hipétese é que este aumento pode
ser atribuido a auséncia de infec¢des infantis (Bach, 2002). Os maiores
fatores ambientais perseguidos incluem a dieta (leite bovino, cereais,
insulina no leite, deficiéncia de vitamina D ou de 4cidos graxos dmega 3) e

alguns virus.

1.1.1.1.5. Predicao do Aparecimento do DM 1

2z

J& € possivel predizer com um razodvel grau de exatidio o
desenvolvimento do DM1. Embora os linfécitos T sejam previsivelmente
causativos, anticorpos anti-ilhotas predizem a progressdo da doenca.
Ensaios para reatividade de linfécitos T estdo melhorando, especialmente
ensaios para linfécitos T CD8 (Ouyang et al., 2006), mas somente ensaios
para linfécitos T ndo sdo suficientes para validar a predi¢dao da doenga.
Uma regra simples € que a expressdao de pelo menos 2 de 3 auto-
anticorpos de ilhotas seja altamente preditiva na progressio do DMI1
(Achenbach et al., 2006). Isto é verdade para parentes de pacientes com
DM1 e da populagcdo em geral. A identificacio de alto risco de progressao
do DMI1 em estudos ja iniciados, leva ao diagndstico precoce e auséncia de

hospitalizacdo e geralmente uma ceto-acidose tratavel (Barker et al., 2004).

1.1.1.1.6. Imunossupressao e Imunoregulacio do DM1

As diversas terapias que estdo sendo testadas para prevenir a
destruicdo auto-imune das células [ podem ser divididas em
imunossupressivas e imunoregulatdrias, com algumas terapias combinando

caracteristicas de ambas (Voltarelli et al., 2007).
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Estudos com anticorpos monoclonais anti-CD3 na progressdao do
DM1, encontraram uma preservacao significativa da secrecdo de peptideo
C por pelo menos 1 ano (Herold et al., 2005; Keymeulen et al., 2005). Os
anticorpos monoclonais anti-CD3 foram modificados para reduzir a
liberacdo aguda de citocinas, mas haviam evidéncias de uma ativacdo
transitoria de uma infeccao por Epstein-Barr. H4 evidéncias considerdveis
de que a terapia com anti-CD3 nao é simplesmente imunossupressiva, mas
induz mudancas tardias nas razdes entre linfécitos CD4/CDS8 e células
regulatorias (Bisikirska et al., 2005). As principais questdes que
permanecem sdo quanto a duracdo do efeito terapé€utico, se alguns
individuos terdo uma remissao prolongada na destruicao das células B, e a
seguranca, quando um grande ndmero de individuos sdo tratados.
Rituximab, um anticorpo anti-célula B que € efetivo em um grande nimero
de desordens auto-imunes, estd sendo usado também.

Extensos estudos com administracdo de Nicotinamida, inje¢des de
insulina e insulina via oral, ndo demonstraram eficicia na imunoregulacgao.
A maioria das terapias imunoreguladoras que aparecem em modelos
animais, agem induzindo linfécitos T reguladores (Lan et al., 2005).
Terapias celulares diretas também podem prevenir a doenga (Mukherjee et

al., 2003; Bresson et al., 2006; Du et al., 2006; Fife et al., 2006).

1.1.1.2. Diabetes mellitus tipo I1 (DM2)

No DM2, que € a patologia mais comum, respondendo por 80 a 90%
dos casos, 0s pacientes apresentam graus varidveis de resisténcia a insulina,
associados a uma deficiéncia relativa ou absoluta na producdo deste
hormoénio. Em relacdo ao tratamento do DM tipo 2, o estudo mais
importante nesta linha é o United Kingdom Prospective Diabetes Study
(UKPDS) que analisou se o controle rigoroso da hiperglicemia (UKPDS,
1998; UKPDS, 1998a) e da hipertensao arterial (UKPDS, 1998b) era capaz
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de reduzir as complicagdes do DM2 e a mortalidade. A hipertensao arterial
€ cerca de duas vezes mais freqiiente entre os individuos diabéticos quando
comparados a populacdo geral (HDS, 1993). Estudo recente demonstrou
que a adoc¢do de diversas medidas de tratamento, dirigidas a vérios fatores
de risco cardiovascular, reduziu significativamente a evolu¢do de
complicacdes microangiopdticas (Gaede et al., 1999). A dislipidemia é um
dos principais fatores de risco para doenga cardiovascular em pacientes
diabéticos, cuja influéncia € maior que os demais (Lehto et al., 1997). As
alteracOes lipidicas mais freqiientes na populagdo diabética sdao a
hipertrigliceridemia, HDL-colesterol (HDL-c) baixo e alteragdes
qualitativas nas lipoproteinas, tais como a formacao de particulas de LDL-
colesterol (LDL-c) pequenas e densas. O LDL-c denso € mais freqiiente na
circulacdo quanto mais elevados forem os niveis de triglicérides, sendo
mais aterogénico do que as demais particulas lipidicas que sdo maiores e
menos densas.

O DM2 representa a patologia mais complexa, sendo a doenca
metabdlica degenerativa mais prevalente no mundo, afetando 95% dos
pacientes diabéticos, em comparacao com 5% de pacientes do tipo 1. A
doenca ocorre principalmente em adultos e estd fortemente relacionada
com predisposicdo, componentes inflamatérios e determinacdes
ambientais, como obesidade, hébitos alimentares inadequados e pouca
pratica de exercicios (Zimmet et al., 2001; Kolb et al., 2005). Atualmente
admite-se que adultos desenvolvem o DM tanto quanto criangas, havendo
um debate de como classificar os adultos com manifestacoes clinicas do
DM?2 que expressam anticorpos anti-ilhotas (mais comumente auto-
anticorpos GADG65). Vérios nomes foram dados a este subgrupo, como
diabetes LADA (Latent Autoimmune Diabetes of the Adult) mas, este grupo
tem alelos de antigenos de leucocitarios humanos (HLA) associados com

DM1, e estes pacientes tem uma perda acelerada da secrecao de peptideo C
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(Gale, 2005). Existem evidéncias que alguns pacientes possuem resisténcia
a insulina assim como auto-imunidade a ilhotas, e ndo existem razdes para
se acreditar que o diabetes tipo 1 e o tipo 2 possam co-existir. Os genes que
controlam o desenvolvimento do DM1 nao aumentam o risco do DM2, e o
maior polimorfismo do DM2 (TCF7L2-transcription factor 7-like 2) nao
estd associado ao risco do DM1. Ao contrdrio do DM1, a progressao da
doencga pode ser demorada e até mesmo evitada, corrigindo-se os hébitos

alimentares e aumentando a atividade fisica diaria.

1.1.1.2.1. Fisiopatologia do DM2

O DM2 consiste de dois componentes principais, ou seja: resisténcia
dos tecidos periféricos a insulina e disfuncdo das células B pancreaticas,
ambos resultando no desequilibrio da necessidade de insulina (Bell et al.,
2001; Saltiel, 2001).

Insulina favorece a remoc¢do de glicose da circulagdo pelos tecidos
periféricos que tém receptores de insulina, como musculo e tecido adiposo.
Embora a insulina ndo aumente a captacdo de glicose no figado, este
hormonio regula muitas fungdes metabdlicas neste 6rgao, como estimular a
sintese de glicogénio e inibir a gliconeogénese, controlando a glicemia
(Saltiel et al., 2001). O musculo esquelético € responsavel pela mobilizagdo
de 75% da glicose disponivel, através da translocacdo do transportador de
glicose dependente de insulina, GLUT 4, de vesiculas intracelulares a
membrana. O tecido adiposo também participa desta retirada de glicose da
circulacdo, induzida por insulina, embora este hormonio também esteja
regulando outras fun¢des como a indugdo da lipogénese e inibi¢do da
lipdlise. Tanto a obesidade quanto a lipoartrofia podem predispor ao DM?2,

sugerindo que o tecido adiposo, através de sua habilidade de estocar
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gordura, tem um papel chave no controle do metabolismo (Flier, 2004;
Havel, 2004).

A hiperinsulinemia ocorre como conseqiiéncia da resisténcia a
insulina, que provoca uma resposta compensatdria, por parte das células 3
para restaurar a normoglicemia. No entanto, vérios estudos sugerem a
hiperinsulinemia como a causa da resisténcia a insulina. At¢ o momento,
nenhum estudo estabeleceu qual fendmeno ocorre primeiro no
desenvolvimento do DM2. Esta contradi¢io pode ser explicada porque
tanto a resisténcia a insulina quanto a hiperinsulinemia ocorrem
rapidamente e podem ser descritas como respostas adaptativas no lugar de
uma disfun¢@o para manter a correta homeostase da glicose e preservar a
fungdo cerebral. Além do mais, se a demanda energética estd em excesso,
ou se o gasto caldrico por parte do corpo € deficiente, o organismo ativa
diferentes mecanismos compensatorios, que incluem a resisténcia a insulina
e a hiperinsulinemia. Neste contexto, a obesidade e a hiperlipidemia
também podem ser consideradas mecanismos de compensacao metabdlica.
Associando-se, ainda, a hiperglicemia pds-prandial, esta situacdo favorece
a resisténcia muscular e adiposa a insulina e a subseqiiente gliconeogénese
hepatica (Prentki et al., 2002).

Por outro lado, a exposicao prolongada ao excesso de nutrientes
também pode afetar a funcdo das células B pancredticas, afetando tanto vias
de transducdo de sinal quanto a expressdao de alguns genes. Isto pode levar
aos efeitos de longo prazo, caracterizados pela secrecdo desregulada de
insulina, disfuncdo das células B e perda de massa de tecido enddcrino
pancreatico, mediado por processos apoptdticos. O ponto em que a célula
falha em adaptar-se a nova situacdo representada pela obesidade, revela o
inicio do DM2. A concentracdo elevada de nutrientes, principalmente
glicose e acidos graxos, possui um papel instrumental na progressao da

disfuncdo das células B, ativando a apoptose e levando a morte celular e
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auséncia de insulina (Piro et al., 2002; Maestre et al., 2003; Biden et al.,
2004). Isto é conhecido como a hipdtese da glicolipotoxicidade, indicando
que ao final, o DM2, assim como o DM1, t€ém uma redugdo significativa de

massa de células beta.

1.1.2. Terapias do Diabetes mellitus

A cura do DM ainda é um sonho. Apesar dos enormes esforcos
destinados para tal, os maiores sucessos ainda estao no tratamento € nao na
cura desta doenca, que aflige mais de 18 milhdes de pacientes s6 nos EUA.
As terapias atuais para o tratamento do DM podem ser classificadas em
cinco classes: (1) Aumento do Controle Metabdlico, (2) Monitores de
Glicose, (3) Insulinoterapia (4) Transplante de Pancreas (6rgdo total) ou

IThotas Pancreaticas, e (5) Neogénese in vitro de Ilhotas.

1.1.2.1. Aumento do Controle Metabolico

Uma série de insulinas humanas modificadas que alteram a dinamica
de absorcdo apds a injecao, sdo modelos padrdes nos cuidados clinicos, em
particular, regimes combinando insulinas de a¢do longa com insulinas de
acdo ripida. Recentemente, a insulina inaldvel tornou-se clinicamente
disponivel (absor¢do rdpida) com recomendacdes para adultos apenas

(Gale, 2005).

1.1.2.2. Monitores de Glicose

Uma série de dispositivos estdo disponiveis para a medida continua
da glicose sanguinea, incluindo dispositivos que combinam uma bomba de
insulina com um monitor de glicose (Bui et al., 2005; Yates et al., 2006).
Um estudo recente indicou que a melhora na manutengao da glicemia pode

ser alcancada por pacientes com HbAlc muito elevada, quando estes
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pacientes possuem conhecimento dos seus niveis de glicose (Garg et al.,

2000).

1.1.2.3. Insulinoterapia

A injecd@o de insulina exégena nao € uma cura para o DM, pois ndo
mimetiza exatamente a funcéo das células . Do ponto de vista fisioldgico,
a restauracdo das funcgdes da célula B tanto por transplante quanto por
regeneracdo do tecido pancreatico, pode ser a melhor opg¢do terapéutica. A
terapéutica convencional com reposicdo de insulina exdgena impde ao
paciente a dependéncia cronica do tratamento. Além disso, a manutengao
de niveis glicémicos proximos ao da normalidade requer uma terapia
intensiva com multiplas aplica¢des didrias, ou bomba de insulina de uso
externo, aumentando significativamente o risco de episddios de
hipoglicemia severa. Por este motivo, requer monitorizacdo freqiiente da
glicemia, tornando ainda mais dificil a aderéncia do paciente ao tratamento

(DCCT, 1994)

1.1.2.4. Transplante de Pancreas versus Transplante de Ilhotas

A ocorréncia de morte das células B no DM1 e DM2, sugere que
estas patologias indubitavelmente se beneficiardo de protocolos de
transplante, objetivando restaurar a fun¢do enddcrina do organismo.
Transplantes de pancreas alogénicos vém sendo realizados, na maioria das
vezes associado ao transplante renal, com bons resultados (sucesso superior
a 85% no primeiro ano) (Sutherland et al., 2001). O cléssico transplante
conjunto de pancreas e rim apresenta muitos problemas relacionados com a
sobrevivéncia do 6rgdo e a rejeicdo imune.

No transplante duplo de pancreas e rim, hid a necessidade de

procedimento cirdrgico de grande porte, sob anestesia geral e longo periodo
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de hospitaliza¢do do paciente. O transplante de ilhotas € menos invasivo,
requerendo anestesia local e um curto periodo de hospitalizacao,
minimizando custos com procedimentos hospitalares. Apesar de também
requerer terapia imunossupressora para evitar a rejeicdo do enxerto, o
transplante de ilhotas pode ser uma alternativa ao transplante de pancreas, e
apresenta a vantagem de nao precisar de procedimento cirdrgico de grande
porte, podendo ser feito através de uma canula introduzida na veia porta do
paciente, em procedimento guiado por ultra-sonografia.

O transplante de ilhotas pancredticas humanas teve um grande
impulso a partir de 1988, com o desenvolvimento de uma técnica
automatizada para o isolamento das ilhotas (Ricordi et al., 1988). As ilhotas
pancredticas formam o chamado pancreas enddcrino, sendo compostas
pelas células B produtoras de insulina e pelas células o (produtoras de
glucagon), & (somatostatina) e PP (polipeptideo pancreético), além de
células endoteliais e fibroblastos. As células B constituem entre 60-80% do
total de células de uma ilhota.

Mais recentemente, o protocolo de Edmonton estabeleceu os fatores
mais importantes para a reposi¢ao de massa enddcrina para tratamento do
DM (Shapiro et al, 2000). A melhor escolha do regime de
imunossupressores (sirolimus, baixas doses de tacrolimus e daclizumab) foi
o protocolo experimental utilizado pelo grupo do Canadd, evitando a
rejeicdo do enxerto e melhorando a sobrevivéncia do implante. Estudos
anteriores j4 mostravam que a combinacdo de sirolimus e tacrolimus
apresentava baixas taxas de rejeicio em transplantes de figado, rim, e
pancreas 6rgdo total (McAlister et al., 2000). Ambos compostos bloqueiam
a ativacdo de linfocitos T. Daclizumab € um anticorpo monoclonal contra o
receptor de IL-2, permitindo a supressio da administracdo de

glicocorticéides em pacientes, os quais sao muito toxicos para as ilhotas. O
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resultado da combinacdo destes imunossupressores € a prevencdo da
ativacdo da resposta imune e da expansao clonal de linfécitos T.

Outro fator chave no protocolo de Edmonton (Shapiro et al., 2000)
implica no transplante de um ndmero adequado de ilhotas. As ilhotas
representam somente 1% do pancreas total e um pancreas adulto possui
cerca de um milhdo de ilhotas. A experiéncia do grupo de Edmonton
mostrou que sdo necessdrias cerca de 12 mil IEQs (Islets Equivalents) por
quilo de paciente, de ilhotas recém isoladas, para a independéncia de
insulina, um ndmero muito préximo da situacdo fisioldgica normal.
Considerando-se que o isolamento de ilhotas de doadores cadavéricos
rende apenas 50% (ou menos) do nimero total de ilhotas, sdo necessarios
pelo menos dois doadores para cada receptor.

Apesar de alguns grupos relatarem casos de insulino-independéncia
ap6s isolamento e transplante de ilhotas obtidas a partir de um unico
doador, na maioria dos casos, geralmente ainda sdo necessdrios de 2 a 4
isolamentos/transplantes por paciente, uma vez que o rendimento do
isolamento € da ordem de 20-40%. Além disto, mesmo que as técnicas de
isolamento das ilhotas sejam aperfeicoadas e se torne possivel atingir niveis
glicémicos adequados apds um unico transplante, dificilmente a oferta de
pancreas de doadores serd suficiente caso o transplante de ilhotas venha a
se tornar uma terapia indicada para um nuimero maior de pacientes
diabéticos. Como a incidéncia de DM do tipo I é em torno de 30.000 novos
casos por ano e a oferta de pancreas de doadores, de apenas 3.000 (dados
referentes aos EUA), a defasagem fica evidente (Bonner-Weir et al., 2000).

O grupo do Canadd mostrou que apés um ano do implante, os sete
pacientes que foram submetidos a este protocolo experimental, nao
precisavam mais de insulina e apresentavam niveis normais de glicose
(Shapiro et al., 2000). Recentemente, descreveram atualizacao dos dados

dos pacientes transplantados apds cinco anos do procedimento, e apesar do
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indice de sucesso cair para cerca de 50% apds 3 anos e 7,5% apds 5 anos
(Ryan et al., 2005), este protocolo vem sendo testado por outros 10 centros
mundiais para avaliar sua aplicabilidade mais ampla. Até 2004, foram
estudados 86 pacientes, que receberam 156 infusdes (Collaborative Islet
Transplant  Registry,  Annual Report —  Julho, 2004 -
http://spitfire.emmes.com/study/isl/reports). Sdo muitas as causas desta
falha, mas estdo relacionadas, principalmente, com os efeitos colaterais da
terapia imunossupressora, tratamento contra hipertensdo, trombose na veia
porta e sangramento (Ryan et al., 2005). Entretanto, permitiu que o
transplante de ilhotas durante estes cinco anos os pacientes tivessem uma
qualidade de vida aceitdvel sem progressao das complicagdes secunddrias
relacionadas com o DM.

O principal problema do protocolo de Edmonton, assim como em
qualquer protocolo de transplante, é a qualidade dos pancreas de doadores,
limitando o uso destes protocolos a um reduzido nimero de pacientes. A
proposta de transplantar ilhotas xenogénicas de porcos transgénicos
permanece controversa, devido ao alto risco de infec¢do por patégenos
retrovirais aos pacientes. Deste modo, sdo necessdrias novas fontes de
células para futuras estratégias de reposicao (terapia) celular. Nos ultimos
tempos, muitos tipos de terapias, baseadas na utilizacdo de células-tronco,
vém sendo propostos para o tratamento do DM. Uma delas € a aplicacdo de
células-tronco para a reposicao de ilhotas ndo-funcionais no érgao nativo, a
outra € o uso de células-tronco como uma fonte inesgotdvel de células beta
para transplante. Células-tronco embriondrias e adultas surgiram como

potencialmente interessantes, merecendo maior atencao.
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1.2. Células-Tronco

1.2.1. Células-Tronco Embrionarias

O estabelecimento de culturas de linhagens celulares pluripotentes a
partir de blastocistos de camundongos foi primeiramente descrito no inicio
da década de 80. Estas linhagens demonstravam capacidade de
diferenciagdo in vitro e in vivo (Evans et al., 1981). Desde entdao, melhorias
substanciais vém sendo alcangadas na manutenc¢do destas células no estagio
indiferenciado e no controle de sua diferenciacdo em dire¢do a vérios tipos
celulares. A descoberta de métodos para isolar e cultivar células-tronco
embriondrias humanas, em 1998, por James Thomson (Thomson et al.,
1998), renovou as esperangas de médicos, pesquisadores e pacientes e suas
familias de cura para doencgas degenerativas de origem genética ou ndo. Em
teoria, células-tronco embriondrias podem ser cultivadas e tratadas para se
diferenciarem em qualquer tecido/célula do corpo, até mesmo em células
beta-pancredticas produtoras de insulina. Em resposta a estimulos
extracelulares apropriados, células-tronco possuem o potencial de auto-
renovagdo através de divisdes simétricas e diferenciacio em linhagens
celulares especificas através de divisdes assimétricas.

As linhagens de células-tronco embriondrias (Embryonic Stem Cells
- ESCs) sdo derivadas da massa interna do blastocisto, uma estrutura que
aparece durante o desenvolvimento embrionario humano, ao redor do sexto
dia apds a fecundagdo. Todos os tecidos do organismo adulto, incluindo a
linhagem germinativa, derivam deste grupo de células e, por esta razao, sdo
chamadas de células-tronco totipotentes. ESCs de camundongos podem ser
mantidas indiferenciadas em cultura sob a acdo de LIF (Leukemia
inhibitory factor), ou semeadas sobre camadas alimentadoras (Feeders) de

fibroblastos murinos embriondrios inativados (Smith, 2001) (figura 1). O
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uso de meio condicionado de fibroblastos embriondrios murinos para
cultivar ESCs humanas nao diminui o risco de uma potencial infeccao por
patégenos animais. Para contornar este problema, foi verificado que o uso
de culturas Feeders de fibroblastos humanos embrionarios ou adultos podia
prover uma condi¢do 6tima de crescimento para ESCs humanas (Richards

et al., 2002).

Cleavage o
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lsclated
inner cell mass
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Established embryonic stem cell call cultures

Figura 1: Origem das células-tronco embriondrias.

A auto-renovacao de células-tronco embriondrias requer a ligacao de

LIF (Leukemia Inhibitory Factor) a um receptor duplo, consistindo de um
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receptor de LIF e um receptor de gp130. A ativacdo deste receptor dispara
a via de proliferacio de JAK/STAT3. A ativacdo de ERK pela gp130 e
outros receptores, contrabalanceia os efeitos de LIF-STAT3 na proliferacao
de células-tronco embriondrias (Burdon et al., 1999). Aparentemente, para
as células-tronco embriondrias proliferarem, os efeitos de vdrias vias de
sinalizacdo devem ser balanceados. Neste contexto, é relevante considerar
que a expressdo de fatores de transcricio como OCT-3/4 (um fator de
transcricdo da familia POU, inicialmente identificado em células de
carcinoma embrionério) e NANOG (um fator de transcricdo homeobox que
tem um papel crucial na especificacdo celular logo apds a formagdo do
blastocisto), s@o necessdrios para manter a pluripoténcia de células
embriondrias tanto in vitro quanto in vivo, e podem ser considerados como
reguladores mestres na pluripoténcia destas células.

Sob condi¢des apropriadas in vitro, ESCs podem dar origem a
linhagens celulares diferenciadas da ectoderme, mesoderme e endoderme.
Para tanto, ESCs s3o crescidas em suspensdo, na auséncia de LIF,
formando agregados celulares tipicos, conhecidos como corpos embridides
(Embryo bodies-EBs).

Nos Estados Unidos, € proibido o uso de embrides humanos em
pesquisas financiadas pelo governo, mesmo aqueles descartados em
clinicas de reprodugdo assistida. Essa posi¢cao é repudiada pela comunidade
cientifica, que em 1999 se manifestou formalmente através de uma carta
publicada na revista Science assinada por 67 cientistas premiados com o
Nobel. Por outro lado, sdo permitidas pesquisas com células ES
estabelecidas antes da proibi¢do ou através de financiamento privado ou,
ainda, estabelecidas em outros paises. O National Institute of Health (NIH)
criou varias linhas de financiamento das pesquisas com células ES, o que

reflete a importancia dos estudos com esse tipo de células.
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No Brasil, o projeto da nova Lei de Biosseguranca, aprovado pela
Céamara dos Deputados na madrugada do dia 5 junho de 2004, proibe “a
producdo de embrides humanos destinados a servir como material
bioldgico disponivel”. Por outro lado, permite a “clonagem terap€utica com
células pluripotentes”, o que € uma grande contradi¢cdo, ja que a clonagem
terapéutica, necessariamente, envolve “a produ¢do de embrides humanos
destinados a servir como material biolégico disponivel”.

Devido a estes e outros entraves legais ou éticos, as células-tronco
adultas, vém sendo consideradas as mais promissoras, por serem as mais
facilmente obtidas e por guardarem um potencial de diferenciacdo ainda

desconhecido.

1.2.2. Células-Tronco Adultas

Paralelamente ao estudo das células-tronco pluripotentes de
embrides, o estudo de células-tronco adultas foi emergindo, visando seu
uso clinico e terapéutico. A célula-tronco adulta é uma célula
indiferenciada que é encontrada em um tecido diferenciado (especializado),
podendo originar as células do tecido de origem e garantir sua auto-
renovacdo. Recentemente, foi descrito que células-tronco adultas de um
tecido também sdao capazes de se desenvolver em tipos celulares
caracteristicos de outros tecidos (transdiferenciagdao). No entanto, ainda nao
se sabe se estas células-tronco adultas possuem potencial equivalente ao de
uma célula-tronco embriondria de gerar células e tecidos. A tnica coisa que
se pode afirmar é que ambas as células sdo potencialmente uteis no
desenvolvimento de terapias para o tratamento de doencas degenerativas.

Células-tronco adultas também ja foram identificadas em tecido
cerebral (Ciccolini, 2001), sangue periférico (Herbein et al., 1994), vasos
sanguineos (Pelosi et al., 2002), musculo esquelético (Qu-Petersen et al.,

2002), pele (Toma et al., 2001), sistema digestivo (Brittan et al., 2004),
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tecido adiposo (Zuk et al., 2001), retina (Fine et al., 2003), polpa dentéria
(Miura et al., 2003), figado (Strain et al., 2000), pancreas (Zulewski et al.,
2001) e liquido amnidtico (Prusa et al., 2003). Apesar desta distribuicdo
variada, cé€lulas-tronco adultas sio raras e comumente dificeis de
identificar, isolar e purificar. Os atuais métodos para caracterizar células-
tronco adultas dependem da determinacdo de marcadores de superficie
celular e de observacdes sobre seu padrao de diferenciacdo em placas de
cultura.

Durante as ultimas quatro décadas, varios estudos t€ém identificado
que o pancreas contém um “pool” de células progenitoras, que possuem o
potencial de diferenciacdo restrito a algumas linhagens, sendo capazes de
se desenvolver no fenétipo pancredtico. Existem dados sugerindo que o
ducto pancredtico de humanos e roedores, o tecido exdcrino acinar e as
proprias ilhotas, possuem células precursoras que podem ser diferenciadas
em células PB. Deste modo, parece que héd regeneracdo do tecido
pancredtico, mas ainda ndo esta claro se € através de replicacdo das células
ja existentes ou através de neogénese. Além disso, até o momento ainda
ndo estd clara a identidade da possivel célula progenitora das células 3, ou
mesmo se de fato ela existe. Se por um lado, estudos genéticos recentes
indicam que em camundongos adultos a replicacdo de células [ pré-
existentes € a via dominante para a formacao de novas células  (Dor et al.,
2004), por outro, estudos ainda mais recentes (Bonner-Weir et al., 2005)
mostram o isolamento clonal de uma populacdo de células precursoras
multipotentes do pancreas de camundongos adultos, as quais se originariam
do ducto e das ilhotas.

O grande exemplo de células-tronco adultas sdo as células-tronco da
medula 6ssea, que durante muito tempo foram utilizadas apenas no
tratamento de diversos tipos de leucemias. Hoje, no entanto, ja sdo

utilizadas até mesmo no tratamento de cardiomiopatias resultantes de
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lesdes isquémicas cronicas (Perin et al., 2003) e lesdes na coluna espinhal,
protocolos estes, que ainda em estdo cardter experimental.

De fato, na medula 6ssea, residem mais de um tipo de células-tronco.
As chamadas Células Progenitoras Hematopoiéticas (CPHs), responsdveis
pela geracdo de todos os tipos celulares de tecidos hematopoiéticos e um
tipo de progenitora recém descoberto (Conget et al., 1999; Pittenger et al.,
1999; Colter et al., 2000; Minguell et al., 2000; Minguell et al., 2001),
chamado de célula-tronco progenitora mesenquimal, que é capaz de se
diferenciar em tecidos osteogénicos, condrogénicos e adipogénicos in vitro.
Este tipo celular, com caracteristicas de crescimento fibroblastéide, ja foi
encontrado em outros tecidos adultos como a parede de corddes umbilicais,
sangue de corddo e até mesmo sangue periférico, tendo sido descrito como
um tipo celular extremamente raro, mas com potencial de diferenciacdo em
células de todos os folhetos embriondrios (Jiang et al., 2002; Covas et al.,
2003; Romanov et al., 2003; Wexler et al., 2003). Estas células
normalmente sdo recrutadas para repovoamento tissular apds injuria e/ou
angiogénese de vdrios 6rgaos (Weimann et al., 2003), inclusive pancreas

(Mathews et al., 2004).

1.2.2.1. O uso terapéutico de células-tronco adultas

O Transplante  Alogénico de células-tronco de origem
hematopoiética tornou-se o tratamento padrdo de um sem ndmero de
desordens. No entanto, nem todos os potenciais pacientes que se
beneficiariam podem submeter-se a este tipo de transplante, pois somente
50-60% dos pacientes possuem compatibilidade de HLA com doadores nao
aparentados. Embora existam mais de 7 milhdes de doadores voluntérios
adultos cadastrados mundialmente, um terco dos pacientes ainda ndo
encontraram um doador compativel. Se o paciente pertencer a uma minoria

étnica, a probabilidade de nao se encontrar um doador compativel, aumenta
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ainda mais. Mesmo para aqueles que conseguem encontrar um doador, o
transplante pode ser complicado ainda devido pela doenca do enxerto
versus hospedeiro (GVHD - Graft Versus Host Disease) e por infec¢des
oportunistas, que aumentam a mortalidade e morbidade do transplante.

Durante a ultima década, o sangue do corddao umbilical (UCB -
Umbililcal Cord Blood) foi estabelecido como uma fonte alternativa de
células-tronco hematopoiéticas (HSC - Hematpoietic Stem Cells) para
transplante tanto adulto quanto pedidtrico, e os riscos e beneficios do
sangue de corddo umbilical tornaram-se claros. Comparado com sangue
periférico adulto (PBMSC - Peripheral Blood Mononuclear Stem Cells) e
medula éssea, o sangue de corddo umbilical estd enriquecido com células
progenitoras hematopoiéticas. A coleta do sangue de corddo umbilical apds
0 nascimento, ndo acarreta riscos ao doador e o sangue coletado pode ser
criopreservado e armazenado em bancos de cordao por longos periodos. As
amostras de sangue de corddao umbilical sdo analisadas para HLA, testadas
para agentes infecciosos, e estocadas. Estas amostram podem ser
imediatamente disponibilizadas e podem ser enviadas para qualquer centro
transplantador no Mundo, com relativa facilidade. O transplante de sangue
de cordao umbilical estd associado com uma baixa incidéncia de GVHD,
sendo que uma compatibilidade parcial de HLA entre o doador e o receptor
€ tolerada.

No Brasil, sao realizados cerca de 2,5 transplantes alogénicos por
milhdo de habitantes/ano, contra médias internacionais de 6,5 a 10
transplantes por milhdo de habitantes/ano. A disponibilidade de doadores
adequados aparece como uma das principais limitacdes para transplante de
medula éssea no pais: nas condi¢des brasileiras, os familiares dos pacientes
constituem na quase totalidade dos casos, a tUnica fonte para encontrar

doadores geneticamente compativeis.
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As alternativas existentes para a obtencdo de células alog€nicas
compativeis para transplante sdo os bancos de medula e os de sangue de
corda umbilical. Os registros internacionais de doadores de medula dssea,
com grande representacdo de caucasianos, ndo refletem a composicdo
genética da populacdo brasileira. Além disso, o custo da busca e obtencdo
de células nesses registros ¢ muito alto (US$ 40.000/transplante). O
emprego de células progenitoras hematopoiéticas obtidas a partir de sangue
de corddao umbilical apresenta diversas vantagens em relacdo ao uso de
medula éssea, entre elas: disponibilidade quase ilimitada de doadores,
aproveitamento de material biolégico usualmente descartado,
criopreservacdo de todas as amostras coletadas que sejam adequadas para
transplante, boa capacidade proliferativa das células e, muito importante,
menor grau de reatividade imunoldgica, permitindo maior grau de
incompatibilidade genética entre doador e receptor.

Pesquisas recentes t€ém aberto perspectivas para novas € importantes
aplicacOes terapéuticas das células-tronco hematopoiéticas, além da
reconstitui¢do hematopoiética (Weissman, 2000). Através da transducdo
com certos vetores retrovirais, as células-tronco hematopoiéticas, t€m sido
empregadas em terapia génica experimental. Resultados significativos
foram obtidos, por exemplo, na correcdo de deficiéncias genéticas e
adquiridas do sistema imunoldgico, como a doenca granulomatosa cronica
(Grez et al., 2000) e a AIDS pediétrica (Bauer et al., 2000). Por outro lado,
células progenitoras mesenquimais foram isoladas de sangue de cordao
umbilical e parede de cordao umbilical (Romanov et al., 2003) e seu
potencial na reconstitui¢io de tecidos tais como os tecidos muscular,
nervoso e dsseo, esta sendo investigados (Erices et al., 2000; Huss, 2000;
Secco et al., 2008). O possivel emprego das células progenitoras derivadas
de sangue de corddo umbilical para reconstituicio de tecidos seria uma

alternativa a manipulacdo de células humanas embriondrias, fetais e
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germinativas para esta finalidade, o que presentemente € alvo de intensa

controvérsia devido a implicacdes éticas e legais (Lenoir, 2000).

1.2.2.2. Biologia das células-tronco hematopoiéticas e a reconstitui¢ao
hematopoiética

As células-tronco hematopoiéticas possuem duas caracteristicas
basicas: capacidade de diferenciacio em todas as linhagens
hematopoiéticas e capacidade de manuten¢do da hematopoiese ao longo da
vida, através de um processo de auto-renovagao (Domen et al., 1999). Estas
caracteristicas permitem sua utilizacdo na reconstituicdo hematopoiética,
apOs terapia mieloablativa, de pacientes com diferentes condigoes
patolégicas. Desta forma, o transplante de medula 6ssea foi a primeira
utilizacao terapéutica das células-tronco hematopoiéticas.

Além da medula 6ssea, onde constituem 0,05 a 0,5% de todas as
células, as células-tronco hematopoiéticas sdo encontradas também na
circulagdo periférica (4,3x10°/ml) e no sangue de corddao umbilical
(38x103/ml). As células-tronco hematopoiéticas encontradas na medula
Ossea podem ser mobilizadas para o sangue periférico através do uso de
citocinas, segundo diferentes protocolos. Nessas condi¢des, a concentracao
de células-tronco hematopoiéticas no sangue periférico aumenta cerca de
30 vezes, atingindo valores médios de 115x10°/ml (DiPersio et al., 2000).
Tanto as CPHs mobilizadas quanto as provenientes do sangue de corddo
umbilical reconstituem a hematopoiese de pacientes submetidos a terapia
mieloablativa e sdo, portanto, fontes alternativas para o transplante
alogénico.

Ainda ndo se conhece uma caracteristica fenotipica capaz de
identificar e diferenciar inequivocadamente todas as células-tronco
hematopoiéticas, as células progenitoras hematopoiéticas e as células

progenitoras mesenquimais (Bianco et al., 2000). No entanto, existem
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antigenos de superficie que, em conjunto, definem um padrdo fenotipico
para essas células: a expressao de CD34 e a auséncia de CD38 e outros
marcadores de linhagens Hematopoiéticas para as células progenitoras
hematopoiéticas e a expressio de CD29, CD44, CD73, CD90 e CDI105 e
auséncia de marcadores de linhagem hematopoiética e de CD34 para as
progenitoras mesenquimais.

A quantificagdo de células CD34+ na medula 6ssea, no sangue de
corddo umbilical ou nas células mobilizadas para o sangue periférico é um
importante marcador clinico relacionado a pega do enxerto. Anticorpos
monoclonais contra o antigeno CD34 sdo comumente utilizados para a
purificacdo e/ou enriquecimento de células progenitoras hematopoiéticas
(Arseniev et al., 1999). Populagdes de células progenitoras hematopoiéticas
enriquecidas em células CD34+ sdo capazes de reconstituir a hematopoiese
de individuos submetidos a terapia mieloablativa.

Recentemente, descobriu-se que a reconstituicio hematopoiética
também pode ser obtida a partir de células progenitoras CD34", as quais
integram um conjunto quiescente de células progenitoras hematopoiéticas e
mesenquimais (Dao et al., 2000; Jiang et al., 2002). As células CD34
podem ser expandidas in vitro e ter sua diferenciacdo dirigida tanto para
hematopoiese como para a formacgao de outros tecidos (Huss, 2000).

Como mencionado anteriormente, as células-tronco hematopoiéticas
estdo presentes no sangue de corddo umbilical. A relativa facilidade de
obtencdo de sangue de corddo umbilical levou ao desenvolvimento de
técnicas para sua utilizacdo como fonte de células progenitoras
hematopoiéticas para a reconstituicio hematopoiética em pacientes que
necessitam do transplante de medula.

O primeiro transplante de sangue de corddao umbilical foi realizado
em outubro de 1988 (Gluckman, 2000). Esta primeira experiéncia bem

sucedida estimulou a realizacdo de outros transplantes. Uma revisiao de 567
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casos em 29 paises, conduzida pelo registro europeu Eurocord, mostrou
que o transplante de sangue de corddo umbilical tem resultados similares
aos do transplante alog€nico de medula quanto a sobrevivéncia dos
pacientes. Mas a incidéncia de GVHD, crénica ou aguda foi
significativamente  menor, mesmo quando havia ou alguma
incompatibilidade HLA ou em pacientes adultos. Portanto, como fonte de
células hematopoiéticas para transplante alogénico entre individuos nao
aparentados, o sangue de cordao umbilical apresenta uma vantagem em
relacdo a medula 6ssea por possuir uma menor reatividade imunoldgica,
devido a presenca de linfocitos imaturos. Esta caracteristica facilita a
utilizacdo do sangue de corddo umbilical em transplantes, permitindo um
maior grau de incompatibilidade genética (HLA) entre doador e receptor
(Gluckman, 2000).

Usualmente, as amostras depositadas nos bancos de sangue de
cordao umbilical sdo submetidas & uma tipagem inicial (pré-demanda) do
HLA restrita aos loci A, B e DR, em baixa resolucdo antigénica. O teste por
DNA ja € obrigatério para HLA-DR, devendo, progressivamente, substituir
os métodos soroldgicos também para tipagem de HL-A e HLA-B (Hurley
et al., 1999). Um estudo apresentado na AABB (Confer, 1998) mostrou
que, para doadores e receptores caucasianos, um banco de sangue de
corddo umbilical com apenas 2.000 amostras depositadas ja atenderia 60%
da demanda de transplantes numa condi¢dao de compatibilidade de 5 entre 6
alelos (HLA-A-B-DR).

O transplante de sangue de corddo umbilical, no entanto, tem suas
limitagdes. Primeiro, vérios registros de centros transplantadores diferentes
tem mostrado que o nimero de células progenitoras € importante na pega e
na sobrevivéncia do enxerto. Quanto menor a dose celular, mais pobres sdao
os resultados. Um segundo obsticulo € a impossibilidade de se coletar do

doador linfécitos ou células-tronco hematopoiéticas adicionais, no caso da

45



doenca progredir ou a pega do enxerto falhar. Por ultimo, ha
substancialmente pouca experiéncia com o transplante de sangue de cordao
umbilical, comparado com o de medula dssea.

A experiéncia clinica mostrou que o transplante de sangue de cordao
umbilical pode resultar num enxerto consistente e funcional. O sangue de
corddo umbilical estd muito bem estabelecido para o transplante pediétrico,
tornando-se rapidamente como a fonte de células-tronco hematopoiéticas
preferida em muitas instituicdes ao redor do mundo. Em contraste, poucos
centros transplantadores de células-tronco hematopoiéticas adultas ja estdo
adaptados ao transplante de sangue de corddao umbilical como rotina.
Obsticulos importantes, especialmente para pacientes adultos, € a
impossibilidade de se prover com uma unica unidade de sangue de cordao
umbilical capaz de fornecer uma dose celular adequada, e suas
conseqiiéncias para a “pega” e sobrevivéncia do enxerto. O uso com
sucesso de duas ou mais unidades de sangue de cordao umbilical ainda
necessita de mais estudos (Barker et al., 2005).

Outras alternativas sdo também:

¢ Infusao de células T regulatorias (Treg): uma subpopulacdo de
células T CD4+ que co-expressam CD25 (IL-2Ra) foi descrita como
sendo importante na tolerdncia e prevencdo de auto-imunidade
(Taylor et al., 2001; Cohen et al., 2002; Hoffmann et al., 2002;
Taylor et al., 2002).

¢ Expansao Ex Vivo: nas dltimas décadas, houve um grande interesse
no desenvolvimento de expansio ex vivo para melhora do enxerto de
sangue de corddao umbilical. Resultados de varios estudos em fases I-
IT estdo agora sendo publicados (Kogler et al., 1999; Pecora et al.,
2000; McNiece et al., 2002; Shpall et al., 2002; Jaroscak et al.,
2003).
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¢ Injecao intra medular: Os modelos animais mostraram que <20%
das células-tronco hematopoiéticas infundidas intravenosamente
alcancam o espaco intra medular (Cui et al., 1999). Injecdes
diretamente dentro do microambiente da medula Ossea aparecem
como uma estratégia em potencial para aumentar o povoamento
celular apés o transplante (Kushida et al., 2001; Zhong et al., 2002;
Mazurier et al., 2003; Wang et al., 2003; Yahata et al., 2003).

e (Células-tronco progenitoras mesenquimais (MSC): Células-
tronco progenitoras mesenquimais participam ativamente da
hematopoiese normal, produzindo fatores de crescimento e citocinas
e favorecendo as interacdes célula-célula (Deans et al., 2000; Noort
et al., 2002). Em modelos animais, as células-tronco progenitoras
mesenquimais facilitam o enxerto de camundongos NOD/SCID (in 't

Anker et al., 2003; Kim et al., 2004).

1.2.2.3. O uso de Células de Cordao Umbilical em Terapia Génica e
Reconstituicao de Tecidos

As caracteristicas de diferenciacao e proliferacao das células-tronco
de corddo umbilical (células-tronco progenitoras hematopoiéticas e
mesenquimais) as tornam um excelente alvo para terapia génica. Vetores
virais tém sido utilizados para transdu¢do de células CD34", purificadas a
partir de MO ou UCB (Miyoshi et al., 1999; Shields et al., 2000).
Abordagens experimentais, usando células humanas in vitro e modelos
animais, t€ém mostrado que essa manipulagdo genética pode corrigir
defeitos hereditarios, tais como a doenca de Niemann-Pick (Schuchman,
1999), a mucopolisacaridose tipo I (Pan et al.,, 2000) e a doenca
granulomatosa cronica (Grez et al., 2000), entre outras. Células CD34"

transformadas por vetores retrovirais portadores de genes anti-HIV estdo
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sendo estudadas como recurso terapéutico na AIDS pediatrica (Bauer et al.,
2000).

Nos dltimos anos tem sido demonstrado que células adultas de
camundongos, obtidas de diferentes tecidos, podem ser “reprogramadas”
para diferenciarem-se em células de outros tecidos. Assim, células
progenitoras neuronais isoladas do cérebro de camundongos adultos podem
reconstituir o tecido hematopoiético de animais letalmente irradiados
(Bjornson et al., 1999). Por outro lado, verificou-se que células primordiais
hematopoiéticas da medula Ossea murina podem transformar-se em
neurdnios (Brazelton et al., 2000; Mezey et al., 2000). Mas ainda, o
transplante de células de medula 6ssea de camundongos normais em
camundongos mdx (um modelo animal da distrofia muscular de Duchenne
apresentando auséncia da proteina distrofina no musculo) letalmente
irradiados levou ndo sé a reconstituicdo hematopoiética, como também
restaurou parcialmente a expressao de distrofina nos animas transplantados,
com nucleos das células do doador detectados no musculo dos animais
transplantados (Gussoni et al., 1999). Em seu conjunto, esses resultados
indicam o potencial das células-tronco hematopoiéticas como futura
alternativa terapéutica na reparagdo de tecidos danificados ou degenerados.

Em seres humanos, a identidade de células precursoras
“reprogramaveis” ainda ndo estd comprovada. Recentemente, no entanto,
obtiveram-se evidéncias de que células progenitoras mesenquimais
provenientes da medula 6ssea de criancas e de adultos sdo capazes de
diferenciar-se em células precursoras do cérebro, figado e muisculo
(cardiaco, esquelético e liso). Estima-se que a freqiiéncia destas células na

medula éssea seja de 1 em 10 bilhdes (Vogel, 2000).
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1.3. Células-tronco como fonte de ilhotas pancredticas

1.3.1. Células-tronco embrionarias (ESC)

Diferentes fontes de células-tronco estdo sendo propostas para a
producdo de células B. A aplicagdo de células-tronco embriondrias (ESC)
na Medicina Regenerativa estd sob intensa investigacdo (Czyz et al., 2003).
Células ES sao derivadas de blastocistos e diferenciam in vitro em células
originadas da endoderme, ectoderme e mesoderme, portanto, em células
especificas de vdrios tecidos do corpo. Células-tronco embriondrias
humanas e murinas podem gerar “corpos embridides”, que contém células
com o fendtipo similar ao de células B in vitro (Assady et al., 2001;
Lumelsky et al., 2001; Hussain et al., 2004; Segev et al., 2004). Células-
tronco embriondrias diferenciadas também podem levar a diminuicdo dos
niveis de glicose sanguinea, quando infundidas em roedores diabetizados
(Hori et al., 2002; Blyszczuk et al., 2003). Os trabalhos de vérios grupos
indicam, que o ndmero de células produtoras de insulina pode ser
aumentado durante a diferenciacdo in vitro de células-tronco embriondrias,
pela super-expressdao de PAX4, PDX-1 ou NKX6.1 (Blyszczuk et al., 2003;
Leon-Quinto et al., 2004; Miyazaki et al., 2004). Um aumento no nimero
de células B diferenciadas também pode ser obtido, através do cultivo de
células-tronco embriondrias na presenca de fatores de diferenciacdo.
“Corpos embridides” murinos, derivados de células-tronco embriondrias,
que crescem na presenca de soro fetal bovino, quando submetidos a
condi¢des de cultivo livres de soro, geram uma populacdo de células que
expressam PDX-1 e insulina (Ku et al., 2004). Segev e colaboradores
(Segev et al., 2004) descreveram a expressao de varios genes especificos de
células B apdés a manipulagdo do meio de cultura de células-tronco

embrionarias.
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Como j4 mencionado, células positivas para insulina foram descritas
durante a diferenciacdo espontanea em EBs cultivados por mais de 10 dias
(Soria et al., 2001). No entanto, um protocolo detalhado para obter
populagdes puras e funcionais de células secretoras de insulina a partir de
ESCs ainda nao foi propriamente estabelecido. As estratégias incluem o
enriquecimento da populagdo de células positivas para insulina, usando
condicoes de cultura adequadas (Lumelsky et al., 2001; Hori et al., 2002;
Moritoh et al., 2003; Segev et al., 2004), isolamento de células que
expressam insulina do resto da cultura (Soria et al., 2000; Leon-Quinto et
al., 2004) ou direcionamento da via de diferencia¢do através do uso de
construtos genéticos, que codificam para fatores de transcricao (Blyszczuk
et al., 2003). Em diferentes graus, todos os protocolos tém dado
importantes contribui¢des, avancando na busca para se encontrar um
protocolo definitivo. Assim:

a) A formacdo de agregados celulares antes do transplante mimetiza

a arquitetura de uma ilhota e as interacoes célula-célula. Além do
mais, favorece manipulagdes cirirgicas e o implante em tecidos
especificos.

b) A adicdo de nicotinamida na fase de maturacdo age como um

fator-chave de diferencia¢do em todos os protocolos testados.

c) A normalizacdo da glicose extracelular no meio de cultura

estabiliza o fluxo metabdlico e o padrdo da expressdo génica.
Neste sentido, a glicose pode ter um papel duplo. Na fase de
proliferacdo pode sustentar o gasto extra de energia necessario
para a divisdo celular. No estdgio de diferenciacao, a glicose pode
modular padrdes de expressdo génica especificos, ligados a
maquinaria de deteccdo de glicose e a rede de secrecao (Horie et

al., 2004).
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Apesar de todas estas vantagens, ainda hd problemas a serem

resolvidos, principalmente aqueles relacionados com a retomada de

insulina do meio de cultura e a presenca de células positivas para insulina

que nao sdo derivadas da endoderme (Rajagopal et al., 2003; Sipione et al.,

2004). Assim:

a)

b)

Foi descrito que a insulina pode ser recaptada do meio de cultura
em células apoptéticas (Rajagopal et al., 2003). Isto indica que
parte da insulina, detectada por imunomarcacdo, que
supostamente seria produzida pelas células (corroborado pela
presenca do mRNA correspondente), pode ser devida a insulina
adicionada ao meio de cultura em certos protocolos ou a insulina
presente no soro. Deste modo, o critério de caracterizacdo deve
considerar, além do mRNA da insulina, a presencga do peptideo C.
Células B maduras derivam da endoderme do intestino anterior,
durante o desenvolvimento embrionario. No entanto, o padrdao de
expressao génica ndo € exclusivo desta regido. A neuroectoderme,
assim como a endoderme primitiva, também s@o positivas para
insulina (Melloul et al., 2002; Hernandez-Sanchez et al., 2003).
Os mecanismos pelos quais o gene da insulina é modulado em
tecidos extra pancredticos, assim como o papel deste hormodnio
nestes tecidos, precisam ser elucidados. De fato, muitos fatores de
transcri¢do e fungdes celulares sdo compartilhados por células P
pancredticas e células neuroectodérmicas (Chakrabarti et al.,
2003). No entanto, existem diferencas-chave entre estes tecidos,
quanto aos sinais que modulam o gene da insulina, a via de
processamento da proteina e a quantidade de hormdnio produzida
(Hernandez-Sanchez et al., 2003). Normalmente, a insulina

neuroectodérmica ndo é completamente processada, devido a
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auséncia da proteina convertase-2, rendendo, deste modo, apenas
proinsulina e, a quantidade de proteina produzida € milhares de

vezes menor que nas células f.

1.3.2. Células-tronco de medula ossea

As células-tronco derivadas de medula dssea foram objetos de estudo
da hematopoiese durante muitos anos, sendo a fonte de células-tronco
melhor caracterizada at€é o momento. As células-tronco de medula dssea
sao multipotentes, capazes de auto-renovacdo e bem conhecidas como uma
6tima fonte de células-tronco para a linhagem hematopoiética.

No entanto, as células-tronco de medula 6ssea também podem se
diferenciar em outros tipos celulares, porque podem migrar em dire¢do ao
local da lesdao e se diferenciar sob a influéncia dos fatores do micro-
ambiente (contatos célula-célula, interacdes com a matrix extracelular e
fatores de crescimento) (Zhang et al., 2004; Lombaert et al., 2006). O
processo através do qual células precursoras se diferenciam em outros tipos
celulares ndo relacionados ao seu tecido original é chamado de
transdiferenciacdo (Zhang et al., 2004; Li et al., 2005). Além da
transdiferenciagdo as células-tronco de medula éssea podem se fusionar
com as células vizinhas especializadas para substituir as células danificadas
(Ying et al., 2002). Isto, no entanto, provavelmente € um evento raro no
pancreas (Ianus et al., 2003).

A infusdo de células-tronco de medula &ssea pode restaurar
quimicamente o diabetes induzido em camundongos (Hess et al., 2003;
Pessina et al., 2004; Tang et al., 2004). Notavelmente, no entanto, ainda
ndo foi indubitavelmente provado que as BMSCs sdo capazes de se
diferenciar em células B. Um estudo recente descreveu o enxerto de células

de medula 6ssea endégena em ilhotas danificadas. No entanto, o enxerto
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nao gerou células que expressavam insulina ou qualquer outro fator de
transcrigao especifico de células B como, por exemplo, PDX-1 ou NKX6.1
(Taneera et al., 2006). Estes resultados sugerem um papel de suporte das
células-tronco de medula dssea na regeneracdo ao invés da substituicdo
direta das células danificadas. Outros estudos ndo corroboram estes
resultados, pois ndo foram capazes de localizar nenhuma célula-tronco de
medula d6ssea enddgena no pancreas danificado (Lechner et al., 2004).
Excetuando-se estes resultados conflitantes, o papel das células-tronco de
medula éssea nos processos de regeneracao in vivo, permanecem um objeto
de estudo porque os resultados in vitro sao promissores. As células-tronco
de medula 6ssea que sdo cultivadas in vitro podem produzir insulina de
novo e expressar insulina e SLC2A2 (um transportador de glicose) quando
a concentracao de glicose no meio € elevada (Oh et al., 2004; Tang et al.,
2004).

Ainda ndo foi possivel comprovar a participacgdo da célula-tronco da
medula na diferenciacdo de células beta pancredticas e conseqiiente
povoamento pancredtico (Choi et al., 2003; Hess et al., 2003) processo ja
descrito em células ES murinas (Soria et al., 2000; Lumelsky et al., 2001) e
humanas (Assady et al., 2001), progenitoras hepaticas adultas (Yang et al.,
2002) e fetais (Zalzman et al., 2003) e, obviamente, em progenitoras
pancredticas (Zulewski et al., 2001; Banerjee et al., 2003). Resumindo, o
atual “estado da arte” em pesquisas com BMSCs, sugere que apesar de
evidéncias mostrarem que estas células podem ser uma potencial fonte de
células-tronco para diferenciacdo in vitro, ainda ndo foi possivel fazé-las

diferenciar em células B in vivo.

1.3.3. Células-tronco pancreaticas endégenas

Geralmente, é aceito que o pancreas adulto possui uma pequena

populacdo de células que sdo capazes de uma continua auto-renovacao,
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podendo se diferenciar em células pancredticas. Estas células-tronco
pancredticas receberam muita aten¢do da comunidade cientifica durante os
ultimos cinco anos porque elas apresentavam diversas vantagens em
relacdo as outras fontes celulares, combinando uma elevada capacidade de
proliferacdo, com o fato de ji estarem parcialmente diferenciadas na
direcdo do fenétipo enddcrino. Isso pode favorecer uma estratégia de
diferenciagdo mais rapida e menos complicada em direcdo as células B do
que aquela de outras fontes de células-tronco. Estas células também podem
ser alvos de terapias clinicas especificas para estimular as células-tronco
enddgenas na inducao de um crescimento compensatorio (Guz et al., 2001).
Pelo menos duas populacdes de células-tronco pancredticas foram descritas
no pancreas. O primeiro grupo consiste das células ductais e acinares.
Sugere-se que estas células estdo presentes no epitélio pancredtico ductal
que expressa o marcador ductal CK-19 e PDX-1 (Lee et al., 2004). Estas
células podem expandir e se diferenciar em células enddcrinas (Ramiya et
al., 2000). O segundo grupo de consiste de uma populacdo derivada de
células insulares. A evidéncia para a existéncia de uma populacdo de
células-tronco derivada das ilhotas provem de estudos que mostram a
populacdo de células insulina-positivas reaparecendo nas ilhotas apds a
total destruicdo das células B com estreptozotocina (Guz et al., 2001).
Poucos estudos t€ém enderecado a identificacao de células-tronco residentes
nas ilhotas (Zulewski et al., 2001; Lechner et al., 2004; Maria-Engler et al.,
2004).

Por muitos anos, propds-se que as células nestina-positivas
representavam uma populacdo de células-tronco derivadas de ilhotas
(Zulewski et al., 2001). As células progenitoras nestina-positivas derivadas
de ilhotas (células NIP) expressam o cassete de ligacdo de ATP (um
marcador de células-tronco) (Lechner et al., 2004) e tém uma alta

capacidade de proliferacdo in vivo. Células NIP que sdo derivadas de
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ilhotas podem se diferenciar in vitro em células com fendtipo hepatico,
pancredtico exdcrino e/ou ductal e enddécrino. Apds a diferenciagdo, as
células produziam insulina, glucagon, GLP-1 e PDX-1 (Zulewski et al.,
2001). A nestina, no entanto, ndo estd presente somente no pancreas
enddcrino, mas também nos ductos (Nagasao et al., 2004). Estas células-
tronco nestina-positivas também tém caracteristicas de precursores de
células B, com altos niveis de PDX-1 (Kim et al., 2004; Nagasao et al.,
2004). Infelizmente, os estudos com células nestina-positivas foram
descontinuados porque foi mostrado, em alguns estudos, que a nestina no
pancreas € expressa somente em células que ndo estdo destinadas a
tornarem-se células B (Treutelaar et al., 2003; Delacour et al., 2004; Street
et al., 2004). No entanto, evidéncias recentes sugerem que existem
diferentes populagdes de células nestina-positivas no pancreas. Em resumo,
a nestina parece ser uma proteina funcional que sob condi¢des especificas,
€ expressa em precursores de células B, podendo estar presente em outros
tipos celulares (Wang et al., 2005). Deste modo, € imprescindivel o estudo
do papel da nestina nas células precursoras de células  porque seu padrao
de expressao sugere uma fun¢do essencial na maturacao desses precursores.

No pancreas também estd presente uma populacdo de células que
possui o receptor para o fator de crescimento de hepatdcitos (HGFr/c-Met)
(Suzuki et al., 2004). Foi sugerido que o HGF € um potente regulador da
funcdo, proliferacdo e diferenciacdo de células B no pancreas (Wang et al.,
2004). Inicialmente, supds-se que estas células positivas para c-Met,
presentes no pancreas, fossem células hepéticas ovais. No entanto, estudos
recentes sugerem que c-Met ndo € especifico para o figado, estando
presente também em outros tecidos (Suzuki et al., 2004). No pancreas de
camundongos neo-natos, as células c-Met-positivas estdo presentes no
tecido acinar e nao nas ilhotas (Suzuki et al., 2004). Existem também

algumas destas células presentes nos ductos, mas estas ndo possuem um
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fenotipo acinar ou enddécrino. Em pancreas adultos, c-Met € principalmente
expresso dentro e ao redor do ducto, endotélio vascular e células na
periferia do tecido acinar (Suzuki et al., 2004). Além disso, coldnias
derivadas de células c-Met-positivas, contém células que expressam véarios
marcadores de células enddcrinas e estas células podem se diferenciar em
células enddcrinas in vivo.

Uma terceira populacao de células que podem ser qualificadas como
células-tronco pancredticas sdo as células c-Kit-positivas. c-Kit é um
marcador universal de células-tronco. A ligacdo do fator de crescimento de
células-tronco (SCF) ao seu receptor, c-Kit, leva a proliferacao celular,
sobrevivéncia e quimiotaxia (Akin et al., 2004). O receptor c-Kit é
expresso no pancreas pré e pods-natal (62). Estudos de co-localizacio
demonstraram que c-Kit é expresso na periferia das ilhotas, co-localizando
com células positivas para glucagon (Yashpal et al., 2004). Estudos em
monocamadas celulares de epitélios de pancreas demonstraram a presenca
e o aumento do nimero de células que expressavam c-Kit durante a cultura.
Estas monocamadas celulares expressaram c-Kit e alguns fatores de
transcri¢do de desenvolvimento pancreatico, como PDX-1 e Neurogenina3,
durante oito semanas. Depois de diferenciadas, estas células marcavam
fracamente para insulina e glucagon e a expressao de c-Kit desaparecia por
completo (Wang et al, 2004). Embora o papel de c-Kit no
desenvolvimento das células B permaneca ndo elucidado, estes estudos
indicam que células-tronco positivas para c-Kit possuem caracteristicas de

células precursoras enddcrinas e podem ser observadas em ilhotas.

1.3.4. Células-tronco de origem nao-pancreatica

Nao somente células-tronco derivadas de pancreas, mas também
células-tronco origindrias de tecidos extra-pancredticos podem se

diferenciar em ilhotas. Recentemente, esta habilidade foi descrita para
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células hepaticas (Kojima et al., 2003; Cao et al., 2004; Li et al., 2005;
Zalzman et al., 2005), células mesenquimais derivadas de tecido adiposo
(Timper et al., 2006), células-tronco intestinais (Fujita et al., 2004) e
células do bago (Kodama et al., 2003). O racional para se estudar fontes de
tecidos extra-pancredticos é que células-tronco destes tecidos podem ser
obtidas mais facilmente. Precursores extra-pancredticos também podem
estar disponiveis em maior quantidade do que as precursoras presentes no
pancreas. Estratégias para induzir esta transdiferenciacdo a partir destas
fontes extra-pancredticas sao similares aquelas com células-tronco
embriondrias. Células-tronco hepdticas podem se diferenciar em células
com o fendtipo  em ambientes de alta concentracdo de glicose. Da mesma
maneira que a super-expressdo de PDX-1 (Zalzman et al., 2005), ou a
combinacdo da super-expressdo de BETA2-NEUROD1 com a adicao de
betacelulina (um membro da familia do EGF) ao meio de cultura (Kojima
et al.,, 2003; Li et al.,, 2005), é um método eficaz de promover a
diferenciagdo de células para um fenétipo de células f.

Embora ainda seja necessdrio aperfeicoar todos o0s protocolos
baseados em ESC e ASC, estas evidéncias sugerem fortemente que as
células-tronco sdo uma fonte potencial para terapias regenerativas no
futuro. A diferenciacédo de células P a partir de células-tronco € direcionada
por determinantes ainda desconhecidos, que incluem interacdes célula-
célula, sinais da matriz extracelular e a presenga da combinagdo de fatores
de crescimento, hormdnios, citocinas e nutrientes (Roche et al., 2003).

O principal desafio é obter um produto celular capaz de mimetizar, o
mais proximo possivel, as caracteristicas bdsicas de uma célula [
pancredtica. As vias de deteccdo de nutrientes, processamento de insulina e
sua exocitose regulada, somados ao padrdo de expressio do gene da
insulina, devem ser tragcos fenotipicos chave na obten¢do de um produto

celular final capaz de restaurar a perda de fun¢ao no organismo.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Analisar as bases moleculares do processo de diferenciacdo de
células-tronco em células B pancredticas, através da busca e identificagao

de genes diferencialmente expressos durante o processo de diferenciacao.

2.2. Objetivos Especificos

a) Diferenciar células-tronco em células similares a células
pancredticas.

b) Identificar novos genes relacionados a este processo de
diferenciagao.

c) Isolar e caracterizar células-tronco adultas do cordao

umbilical.
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3. Material e Métodos

3.1. Materiais

3.1.1. Solucoes e Meios de Cultura para Células de Mamiferos

o DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle medium), RPMI — Invitrogen .

° o MEM - Meio de cultura MEM com modificacdo alfa (Sigma)

. SFB — Soro Fetal Bovino (Cultilab Materiais para Cultura de
Células, Brasil)

. SFB-ES — Soro Fetal Bovino qualificado para o cultivo de células-
tronco (Hyclone)

° LIF — Fator Inibitério de Leucemias (ESGRO)

. Nicotinamida, Gelatina, bFGF, Poliornitina, Acido Ascérbico,
Alizarin Red, B-Glicerol Fosfato, BSA, Estreptozotocina, Exendina-
4, Fibronectina e Laminina — Sigma

° HamF12, Suplemento B27, Suplemento N2 e ITS (Insulina-
Transferrina-Selénio), B-Mercaptoetanol, MEM aminoacidos nao
essenciais — Invitrogen

. Colagenase tipo IA — Sigma

o PBSA — Solucdo salina (phosphate buffered saline), sem célcio ou
magnésio, tamponada em pH 7,2 composta por NaCl 140mM, KCl
2,7mM, Na,PO, 8mM e KH,PO, 1,4mM

o Tripsina — Solucdo 0,1% diluida em PBSA, contendo EDTA 1mM
(Invitrogen)

. Dexametasona - Aché

. Ficoll Paque Plus — GE Healthcare
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3.1.2. Solucoes

Todas as solucdes foram preparadas utilizando-se reagentes de grau
de pureza para andlise, seguindo especifica¢cdes dos manuais de laboratério

(Sambrook et al., 2001).

o Gel de Agarose — Ultrapure TM Agarose (Invitrogen)

° TBE (5X) — 446mM Tris-Base, 445m acido bérico, 10mM EDTA,
pH 8,0

o TE — Tris-HCI 10 mM, EDTA 1mM, pH 8,0

° Tampao de amostra de DNA — formamida deionizada 98%, EDTA
10mM, xilenocianol 0,025%, azul de bromofenol 0,025%

3.2. Culturas celulares

As células foram cultivadas em frascos plasticos adequados para o
cultivo celular, exceto quando especificado. O pH e a temperatura foram
mantidos na faixa fisiologica através da incubacdo em estufa a 37°C e
atmosfera de 2% de CO,.

Estoques celulares foram congelados em meio contendo 10% de
dimetilsulfé6xido (DMSO) e soro, e mantidos em reservatorios contendo

nitrogénio liquido.

3.3. Cultivo de células-tronco embrionarias (ES) de
Camundogos

3.3.1. Manutencao das (ES) em estado indiferenciado
As linhagens de células-tronco embriondrias foram estabelecidas a

partir da massa interna de blastocistos obtidos no dia 3,5 pds-coito de

camundongos 129/Sv (Sukoyan et al., 2002), e gentilmente cedidas pela
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Prof®. Dr". Lygia da Veiga Pereira do Instituto de Biociéncias - USP. Os
embrides foram separados da zona pelicida usando solugdo dcida de
Tir6ide. Os agregados embriondrios foram transferidos para placas
contendo uma camada de fibroblastos embriondrios de camundongos
irradiados com raios Y (MEF — Mouse Embryonic Fibroblast — feeder
layer), e cultivados em meio para células ES [DMEM high glucose,
suplementado com 15% soro fetal bovino qualificado para o cultivo de
Stem Cells (SFB-ES), ImM de piruvato de sédio, 1% MEM aminoécidos
nao essenciais, 1.10° U/ml “murine leukemia inhibitory factor” (LIF), 0,1
mM B-mercaptoethanol, 50 U/ml de penicilina e 50 pg/ml de
estreptomicina]. A MEF foi sempre usada durante o cultivo de células-
tronco embrionarias. As células ES eram incubadas a 37°C com 2% CO..
As células eram tripsinizadas sempre que a placa atingisse 70-80% de sua

confluéncia e o meio era trocado a cada 2-3 dias.

3.3.2. Diferenciacao das células ES murinas em células secretoras de
insulina

O protocolo utilizado para a diferenciacdo das células-tronco
embriondrias em células secretoras de insulina foi baseado em Lumelsky

colaboradores (Lumelsky et al., 2001) e estd esquematizado na figura 2:
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Geracao de células secretoras de insulina a partir de Stem Cells
embrionarias indiferenciadas de camundongos

Estagio 1: (2-3 dias)
Expansao das células ES
Sobre placas tratadas com gelatina, sem feeder layer e na presenca de LIF

v
Estagio 2: (4 dias)
Geracao de Corpos Embridides (EBs)
Em suspensdo, em meio de células ES e na auséncia de LIF

Estagio 3: (6-7 dias)
Selecao das células nestina-positivas
Em placas aderentes, em meio I'TSFn

Estagio 4: (6 dias)
Expansao das células progenitoras endécrinas
Em meio N2 contendo suplemento B27 e bFGF

Estagio 5: (6 dias)
Inducao da diferenciacao e morfogénese das células secretoras de
insulina
Retirada do meio N2 contendo B27 e FGF e troca para meio e suplementado
com Nicotinamida

Figura 2: Esquema geral do protocolo de diferenciacio.

As células ES obtidas a partir dos blastocistos foram cultivadas
durante 3 dias nas condi¢des descritas acima, em placas tratadas com 0,2%
de gelatina e sem “feeder layer” (estdgio 1). Logo em seguida as células
foram tripsinizadas e incubadas para formarem “corpos embridides” (EBs)
(estagio 2). Os corpos embridides foram gerados de duas maneiras: 1) a
partir de gotas pendentes em placas P100, como na figura 3, onde cada gota
continha 500 células cada num volume de 25 ul. 2) por plaqueamento de
1,2.10° células em placas P100 ndo-aderentes. O meio utilizado foi o meio
de cultivo de células ES ja descrito anteriormente (item 3.3.1), mas sem a

adicao de LIF.
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Figura 3: Esquema ilustrando a geracdo de corpos embridides em gotas suspensas.
Cada gota gera um corpo embridide.

Ap6s 5 dias de cultivo, os EBs formados em gotas ou em placas
foram semeados em placas aderentes tratadas com gelatina no meio de
cultivo de células ES. Depois de 24h o meio foi trocado para o meio de
selecdo das células nestina-positivas [S0% DMEM, 50% HamF12, 1X
Insulin-Transferin-Selenium (ITS) e 8 pg/ml de Fibronectina] (estdgio 3).
Ap0s 6-7 dias de sele¢do, iniciou-se o processo de expansdo das células
progenitoras pancredticas (estdgio 4). As células foram tripsinizadas e
plaqueadas na densidade de 2,4.10° células/cm’ em placas P35 aderentes
tratadas com laminina e poliornitina. O meio utilizado tanto para o
plaqueamento quanto para o cultivo foi 50% DMEM, 50% HamF12, 1X
Suplemento N2, 1X Suplemento B27, suplementado com 50 ng/ml de
bFGF. Depois de 6 dias de expansdao, as células foram induzidas a
diferenciacdo e morfogé€nese de clusters secretores de insulina (estagio 5)

por mais 6 dias. O meio consistia do mesmo meio de expansdo (estagio 4)
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retirando-se o bFGF e a suplementacdo do meio era feita com 10mM de
Nicotinamida.

Para a diferenciacio espontdnea, apds a geracdo dos corpos
embridides, estes foram dissociados e plaqueados em meio DMEM
suplementado com 1X B27, 1X N2 e 10 mM de Nicotinamida. Amostras
de RNA foram extraidas nos dias 9, 17 e 28.

3.4. Imunofluorescéncia Indireta

As células foram fixadas e permeabilizadas em 4%
paraformaldeido/Triton X-100 durante 30 min a temperatura ambiente.
Ap6s a fixagdo, as células foram incubadas por uma hora a temperatura
ambiente ou overnight a 4°C em solu¢do de bloqueio (2% BSA em PBSA)
para bloqueio dos sitios inespecificos, quando, entdo, podiam ser
armazenadas a 4°C em solu¢ao de bloqueio.

O anticorpo primdrio, diluido em solucdo de bloqueio, foi incubado
por 2h, a 37°C em estufa. Apds a incuba¢do com o anticorpo primdrio as
c€lulas foram lavadas com PBSA trés vezes, 10 minutos cada, e incubadas
por lh, a 37°C, com anticorpo secunddrio conjugado com fluorocromo
(isotiocianato de fluoresceina ou Texas Red, ambos da Molecular Probes) e
com DAPI para visualizacdao dos nucleos. As laminas foram lavadas mais
trés vezes em PBSA, 10 minutos cada, e montadas em glicerol 90% em
PBS contendo 1mg/ml parafenilenediamina.

A marcagao fluorescente foi observada utilizando um microscopio
Nikon (Eclipse TE300) equipado com objetiva de 60x, com imersao em
6leo. Para captura das imagens utilizou-se uma cidmara CCD de alta

resolucdo (Princeton Intruments).
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3.4.1. Anticorpos e Antisoros
¢ Anticorpo Monoclonal anti-insulina, diluicdo: 1:100 (Zymed, clone

006).

O Antisoro Policlonal anti N-terminal de Pdx-1, feito em coelhos,
diluicdo: 1:2.500 (gentilmente cedido pelo Dr° Michael Ray,
Vanderbilt University).

¢ Antisoro Policlonal anti-nestina, feito em coelhos, dilui¢dao: 1:200
(gentilmente cedido pelo Dr° Carl A Messan, NINDS).

¢ Anticorpo Secundério anti-I[gG de camundongo conjugado com
Texas Red, diluicdo: 1:100 (Molecular Probes).

¢ Anticorpo Secunddrio anti-IgG de coelho conjugado com FITC,

dilui¢do: 1:1.000 (Molecular Probes).

Como controles foram utilizados o soro pré-imune de coelhos,
também cedido pelo Dr° Messan, e células NIH-3T3 para controle negativo

do anticorpo anti-insulina.

3.5. Dosagem de Insulina

Para a dosagem de insulina, as células foram lavadas 2 vezes em uma
solucdo de baixa concentragdo de glicose (2,8 mM) e incubadas para
andlise do indice de estimulo da secrecdo de insulina em meio RPMI, 0,5%
BSA, 2mM L-Glutamina e diferentes concentragdes de Glicose (2,8 ou 20
mM), sem adicdo de qualquer tipo de soro, durante 2h. O sobrenadante foi
entdo coletado e a dosagem de insulina foi feita na CRIESP (Central de
R4dio  ImunoEnsaio de  Sdo  Paulo) pela  técnica de

Eletroquimioluminescéncia.
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3.6. Ensaios de Teratogénese

Para analisarmos o potencial teratogénico das células-tronco
embriondrias murinas, 6x10° células-tronco embrionarias de camundongos
indiferenciadas foram inoculadas na regido sub-dérmica de camundongos
NUDE imunodeficientes e, apds 2 semanas, a formacdo de teratomas foi

avaliada.

3.7. Implante de Células Diferenciadas em Animais
Diabéticos

Ap06s todo o processo de diferenciacio, esquematizado na figura 2,
para analisar a funcionalidade das células diferenciadas in vivo, 1x10° ou
1x107 células diferenciadas foram implantadas em camundongos NUDE
imunodeficientes diabéticos. Os animais foram diabetizados 4 dias antes do
procedimento com uma Unica inje¢do intraperitoneal de 200mg/kg de
estreptozotocina (Sigma) em tampao citrato pH 4,5. Apds a confirmacdo da
diabetizacdo, quando os animais atingiam niveis glicémicos superiores a
300mg/dl, estes eram anestesiados e as células eram implantadas sob a
capsula renal. Nos animais SHAM foi injetado PBSA. Os animais foram

mantidos por até 7 dias.

3.8. Extracao e Purificacao de RNA

Para a extracdo e purificacio do RNA, foi utilizado o kit [llustra
RNA Spin da GE Healthcare.

As culturas de células diferenciadas ou seus respectivos controles
ndo-diferenciados foram mantidos nas placas de culturas até o momento da
extra¢do, quando foram lavadas 2 vezes com PBSA. O PBSA foi removido

e 600ul de solucao de lise, contendo B-Mercaptoetanol foi adicionado a
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placa. O lisado entdo pode ou ser congelado ou ser submetido ao restante
do protocolo de purificagdo, seguindo as instru¢des do fabricante. O RNA
foi quantificado através da absorbancia da amostra quando atingida por luz
de comprimento de onda de 260nm. O grau de pureza foi determinado
através da razdo das medidas nos comprimentos de onda a 260 e 280nm,
adotando-se os valores entre 1,8 e 2,0 como sendo de grau adequado de

pureza.

3.9. Sintese de cDNA

O RNA total, resultante do item 3.3, foi utilizado como template para
a sintese de cDNA em uma reacdo de transcri¢do reversa. Assim, foram
preparadas as reacOes contendo 2 pg de RNA total, extraido das culturas,
Iyl de Oligo dT 500mg/ml (Ge Healthcare), 1ul de Random Primer
100ng/ul e H,O para um volume final de 12 pl. As amostras foram
incubadas a 75°C por 10 min e, em seguida, adicionou-se 14 pl de uma
solug¢do contendo 2ul de DTT (Ditiotrietol) e 1p de RNAse OUT 40U/pl.
Ap6s uma nova incubagdo de 2 min a 42°C, foi adicionado 1 pl de enzima
Superscript 111 200U/ul (Invitrogen).

A reacdo se deu durante uma incubacdo de 2h a 42°C e 2h a 50°C.
Em seguida, para inativagao da enzima, a amostra foi incubada a 75°C por
10 min. Visando degradar o RNA, foi adicionado 1pul de RNase H 5U/ul
em cada tubo e os tubos foram incubados por 37°C por 30 min, e em
seguida, a 75°C por 10 min para inativacdo da RNA. Posteriormente, as

amostras foram diluidas em TE ou H,O Milli-Q.

3.10. Controle de qualidade do cDNA

Para confirmar a qualidade do cDNA sintetizado, foram realizadas

reacdes de PCR controle. O primeiro controle consistia na amplificacao de
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GAPDH (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase), e o segundo na
amplificacdo de B-Actina, dois genes housekepping com expressiao ubiqua.
Estes eram os controles internos da reacdo de transcri¢ao reversa.

Utilizando os dois diferentes conjuntos de primers, cada reagdo foi
montada de forma a apresentar uma concentragdo final de 1X para o
tampao de reacdo (Biolase), 2,0mM de MgCl,, 0,2mM de dNTP, 0,2uM de
cada um dos primers (Forward e Reverse), enzima Taq polimerase
(Biolase) e 1pl de remplate.

Nas reagdes de PCR foi utilizado um programa de: 94°C por 2 min,
35 ciclos de 94°C por 30 sec, 55°C por 25 sec e 72°C por 1 min e, apds os
ciclos 72°C por 5 min.

Os produtos das reacdes de PCR foram posteriormente analisados em

um gel de agarose 0,8% em TBE 1X, contendo brometo de Etideo.

3.11. Andlise de Expressao Geénica Diferencial através de
CodelLink Bioarrays

3.11.1. Preparacao dos alvos

3.11.1.1. Sintese do cDNA
Para a sintese da primeira fita de cDNA, adicionou-se a reagdo

diferentes concentracdes de mRNAs bacterianos (concentracdo final de
1:200.000) dos genes araB e entF, 1:600.000 dos genes fixB e gnD e
1:200.000 dos genes hisB e leuB) que consistem de controles para
marcacdo das sondas, hibridizagdo das laminas e sensibilidade do
experimento. Para cada alvo foi montada uma reagcdo contendo 2ug de
RNA total, 2ul do mRNA de controle (bacteriano), 1ul de T7oligo(dT)
primer ¢ H,O-MilliQ para volume final de 12pl.
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As amostras foram colocadas a 70°C por 10 min para desnaturar
possiveis estruturas secundarias dos RNAs e, logo em seguida, colocadas
no gelo. Adicionou-se 2ul do tampao da primeira fita, 4ul de ANTP 5mM,
1ul de inibidor de RNase e 1ul de transcriptase reversa. Para a sintese da
primeira fita, as amostras foram incubadas a 42°C por 2h.

Terminada a reacdo de sintese da primeira fita do cDNA, montou-se
a reacdo para a sintese da segunda fita. Foram adicionadas a reagdo: 63ul
de H,O-MilliQ, 10 pl de tampao para a segunda fita (10X), 4ul de um mix
de dNTP 5mM, 2ul do mix de DNA polimerase e 1ul de RNase H. O tubo

foi gentilmente agitado e incubado por 2h a 16°C.

3.11.1.2. Purifica¢do do cDNA dupla fita
Foi utilizado o kit QIAquick Spin (Qiagen) para a purificacdo do

cDNA dupla fita, seguindo-se as recomendagdes do fabricante.

3.11.1.3. Sintese do cRNA
As amostras de cDNA dupla fita obtidas no item anterior foram

ressuspendidas em 13,5ul de uma solucdo contendo 9,5ul de H,O-MilliQ e
4ul de tampao de reacdo T7. Logo em seguida, adicionou-se a cada amostra
4ul de T7 ATP, 4ul de T7 GTP, 4ul de T7 CTP, 4ul de T7 UTP, 7,5ul de
biotina-11-UTP (10mM) e 4ul de mix da enzima T7 (10X), para a sintese

através da enzima T7 e a amostra foi incubada por 14h a 37°C.

3.11.1.4. Purificacdo do cRNA marcado
O volume da solu¢do de cRNA foi ajustado para 100ul através da

adi¢do de H,O-MilliQ. Adicionou-se 350ul do tampao RLT (fornecido pelo

fabricante) e, ap6s homogeneizacao, foi adicionado 250ul de etanol 100%.
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As amostras foram entdo purificadas em colunas RNeasy (Qiagen)
utilizando as recomendac¢des do fabricante.

A concentracdo do cRNA foi determinada posteriormente em um
espectrofotdometro Nanodrop medindo-se a absorbancia a A=260nm e a sua
pureza foi determinada pela razdo das medidas da absorbancia em

A=260nm e A=280nm.

3.11.2. Hibridizacao e Lavagem

3.11.2.1. Fragmentacdo do cRNA
Para cada uma das amostras, 10ug de cRNA, preparados conforme

descrito anteriormente, foram ajustados para um volume de 10ul através da
adicdo de H,O-MilliQ. A amostra foram adicionados 5ul de tampdo de
fragmentacdo 5X (fornecido pelo fabricante), para que ocorresse a
fragmentacdo do cRNA, e as amostras foram incubadas por 20 min a 94°C

e, em seguida, 5 min a 0°C.

3.11.2.2. Hibridizacao dos bioarrays
Para cada bioarray hibridizado, preparou-se uma mistura contendo

260l de uma solugdo de hibridizagdo contendo 78ul do componente do
tampao A, 130ul do componente do tampao B (fornecidos pelo fabricante)
e 27ul de H,O-MilliQ, a qual adicionou-se 25ul do cRNA fragmentado. As
solucdes foram misturadas por 5 sec e entdo incubadas a 90°C por 5 min
para desnaturacdo do cRNA. Até o momento de serem aplicadas nos
bioarrays, as solugdes foram mantidas no gelo.

Em cada bioarray, foram aplicados 250ul da solu¢do de hibridizag¢ao
utilizando-se uma micropipeta de 1ml. As cameras de hibridizacdo foram
entdo seladas com os adesivos fornecidos pelo fabricante. Os bioarrays
foram colocados em um agitador por cerca de 20h, e mantidos a 37°C e 300

RPM.
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3.11.2.3. Lavagem e marcagdo
Apés a hibridizacdo, o adesivo, que formava a camara de

hibridiza¢do, foi removido e o bioarray colocado em um reservatorio
contendo uma solucdo de TNT 0,75X a 46°C, onde foi mantido por
exatamente 1h.

O bioarray foi removido da solucdo TNT 0,75X e colocado em um
outro reservatorio contendo uma solucao de CyS-Estreptavidina. Para evitar
degradacdo do fluoréforo, o reservatério foi coberto e os bioarrays foram
mantidos nessa solu¢do por 30 min. Em seguida, o bioarray foi colocado
em um novo reservatorio contendo tampao TNT 1X, onde foi mantido por
5 min, também protegido da luz. Esse procedimento foi realizado mais 3
vezes, sempre utilizando uma nova solucdo de TNT 1X a cada lavagem.

Terminada a quarta lavagem, o bioarray foi colocado em um
reservatorio contendo uma solugdo de Tween20 0,05%, na qual o bioarray
foi movido para cima e para baixo 5 vezes e o procedimento foi repetido
novamente com uma solucdo nova de Tween20 0,05%. Por fim, os
bioarrays foram secos através de centrifugacdo a 644g por 3min e entdo
guardados em um recipiente apropriado para manté-los protegidos da luz

até que fossem escaneados.

3.11.2.4. Aquisi¢do e anélise dos dados
Os bioarrays foram escaneados pelo GenePix 4000B Array Scanner

(Axon Instruments) e os dados relativos as intensidades de fluorescéncia
emitida pelos spots coletadas pelo programa CodeLink System Software
(GE Healthcare). Apdés a coleta dos dados, o programa invalidou
automaticamente os dados referentes aos spots que haviam apresentado
alguma irregularidade e forneceu os valores de intensidade de cada spot
antes e apds uma normalizagdo baseada na mediana local da medida das

intensidades.
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Para a normalizacdo dos dados de microrarray da plataforma
CodeLink, foi usado o método Support Vector Machine (SVR),
implementado no pacote GEDI (Gene Expression Data Interpreter) (Fujita
et al., 2007). O SVR, proposto em Fujita e colaboradores, consiste
basicamente numa regressao nao linear como o Loewss, porém, sendo um
método mais robusto a outliers (genes diferencialmente expressos). O
pacote GEDI pode ser encontrado na pagina:

http://www.iq.usp.br/wwwdocentes/mcsoga/gedi/, sendo composto de

diversos métodos de anélise de dados de expressdo génica.

Ap6s a normalizagdo dos dados, foram selecionados todos os genes
que na amostra diferenciada, apresentavam um valor de expressdo superior
a 5 vezes quando comparados com a amostra ndo-diferenciada. Estes foram
classificados ontogeneticamente e, entdo, selecionados aqueles com
atividade descrita em diferenciacdo celular. Para estes foram desenhados

primers de PCR em tempo real para confirmacao da expressao.

3.12. Confirmacao da expressio diferencial por PCR em
Tempo Real (Real-Time PCR/Q-PCR)

Nos experimentos de Real-Time PCR utilizou-se os mesmos cDNAs
sintetizados para os experimentos de hibridizacdo no CodeLink Bioarray.
Todas as reagdes foram realizadas em triplicata, contendo 3ul do cDNA
diluido 30 vezes da amostra analisada, 3ul de um mix dos primers Forward
e Reverse (2,4uM cada) e 6ul de Power SYBR Green Dye. As reacdes de
amplificacdo e quantificagdo dos produtos formados foram realizadas no
termociclador ABI 7300 Real Time PCR (Applied Biosystems). Todas as
reacoes foram montadas tomando-se precaucdes para que a placa ndo
pegasse particulas de sujeira, talco, etc que pudessem interferir na leitura

dos dados.

72



3.12.1. Padronizacao da eficiéncia dos primers
Para calcular a eficiéncia do um primer (E), foram realizadas varias

reagdes de Real-Time PCR contendo diluicdes seriadas do template.
Posteriormente, foi elaborado o gréifico dos Cts obtidos em funcdo do
logaritmo da respectiva dilui¢do, sendo que a eficiéncia do primer foi dada
de acordo com o coeficiente angular da reta obtida (E=log-(1/coeficiente
angular).

Para cada reacdo foram adicionados 3ul do pool de cDNA nas
dilui¢des desejadas (1:20, 1:40, 1:80, 1:160 e 1:320), 3ul de primers e 6ul
de Power SYBR Green Dye. Todas as reacdes foram realizadas em
triplicata e utilizando um programa de 1 ciclo de 10 min a 95°C e 40 ciclos
de 30 sec a 95°C, 1 min a 60°C e 1 min a 72°C. O gerenciamento do
termociclador e a coleta dos dados durante a amplificacdo foram realizados

pelo programa 7300 System SDS Software (Applied Biosystems).

3.12.2. Confirmacao da expressao diferencial
Terminada a reacdo de Real-Time PCR, através do programa 7300

System SDS Software (Applied Biosystems), foi definido manualmente um
threshold que estivesse na fase exponencial de amplificacdo do gene, sendo
que a intersec¢do da curva de amplificacdo com o threshold forneceu o Ct
(Threshold cycle — o ciclo onde a fluorescéncia se encontra estatisticamente
acima do background) da amostra analisada.

Foi utilizado um método de quantificacdo relativa para analisar os
dados. Assim, para cada cDNA analisado, eram realizadas duas reagdes,
sendo uma utilizando primers para o gene analisado e outra utilizando
primers para um controle interno, e a diferenca entre os Cts dos dois genes
foi definida como ACt.

Teoricamente, em uma reacdo de PCR a quantidade de produto
formado € duplicada a cada ciclo, portanto, a diferenca entre uma amostra

analisada e uma amostra de referéncia € dada pelo ganho em cada ciclo (2
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vezes) elevado a diferenca de ACt das duas amostras (Pfaffl, 2001).
Entretanto, na pratica a eficiéncia dos primers nao é sempre 100%, ou seja,
ocorre um ganho menor que 2 vezes entre cada ciclo de PCR, sendo que o
valor da eficiéncia do primer deve ser considerado, substituindo 2 pela

eficiéncia do primer da amostra (E).

3.13. Obtencio de Células-tronco a partir da Medula Ossea de
Ratos

As medulas foram obtidas de ossos longos de ratos Sprague-Dawley
com idade entre 8 e 12 semanas, no Biotério de Experimentacdo do
Instituto de Quimica e da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP. A
medula foi exposta cortando-se as extremidade dos ossos e seu contetido
interno foi retirado por lavagem (flushing) com o auxilio de uma seringa.
Este material foi recolhido em meio DMEM suplementado com 10% soro
fetal bovino, e antibidticos (100 ug/ml de estreptomicina, 100 U/ml de
Penicilina e Ciprofloxacina 0,02%). Logo apds, todo material foi
centrifugado a 600g durante 5 minutos a 25°C e ressuspendido em meio
novo. Este procedimento foi repetido mais 2 vezes e todo resquicio de 0sso,
cartilagem e musculo foi sendo retirado. Durante a tltima lavagem, as
células foram pipetadas vigorosamente para separar qualquer grumo
remanescente. As células foram mantidas em placas para culturas aderentes
em estufas a 37°C com 2% CO, pelas proximas 24h de cultura, quando
entdo foi separada a fracdo aderente daquelas células incapazes de aderir.
As células foram induzidas a diferenciar in vitro, mantidas em alta
confluéncia em meio DMEM-HG (alta glicose) suplementado com 10%
soro fetal bovino, 10mM Nicotinamida e 10nM Exendina-4 por 2-4 meses.
Para andlise da diferenciacdo, o RNA dessas culturas foi isolado, transcrito
e uma reacdo de PCR para amplificacdo do gene da insulina foi feita. Nas

reagOes foi utilizado um programa de: 94°C por 5 min, 35 ciclos de 94°C
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por 30 sec, 58°C por 30 sec e 72°C por 1 min e, apds os ciclos 72°C por 5
min. Como controle positivo, foi utilizado RNA de células Rin-5mf, um

insulinoma de rato.

3.14. Descongelamento de Bolsa de Sangue de Cordao
Umbilical

As amostras de sangue de corddo umbilical (UCB) foram coletadas e
congeladas no Banco de Sangue do Hospital Israelita Albert Einstein
(HIAE), sob a supervisdo da Dr®. Andreza Alice Feitosa Ribeiro. As
amostras utilizadas permaneceram congeladas por nao mais que 4 anos. As
bolsas eram retiradas do tanque de nitrogénio ou do ultrafreezer a -80°C e
rapidamente descongeladas a 37°C. O conteddo da bolsa era transferido
para tubos conicos e diluido na propor¢ao de 1:3 com meio de cultura. Esta
suspensdo era entdo carregada sobre o gradiente de Ficoll-Paque-Plus (GE
Healthcare) para o isolamento das células mononucleares. O rendimento
médio de células mononucleadas foi de 1,3.10% células/corddo. Todas as
amostras apresentavam 98% de viabilidade no momento do

descongelamento, pela coloracdo com Trypan Blue.

3.15. Ensaio de Atividade Mitogénica

As células foram plaqueadas na densidade de 1.10* células/cm’ e
carencidas para soro durante 24h. Em seguida, as células foram expostas as
diferentes condicdes de cultivo, juntamente com 0,25 uCi de SH-Timidina e
107 M de Timidina “fria” por 24h. Apés 24h de estimulagio o meio foi
removido e os pogos foram lavados 2 vezes com 5% TCA gelado. 0,2ml de
0,5M NaOH foi adicionado aos pogos e estes incubados por 1h a 37°C para
lise completa das células. Foram introduzidos filtros de papel em cada poco
e, logo em seguida, os filtros eram passados para um béquer e lavados com

TCA 5% e depois sucessivamente com TCA 5%, Etanol e Acetona. Os
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filtros foram entdo secos a 37°C e colocados em vials contendo 3ml de
liquido de cintilacdo. A atividade mitogénica foi medida através da
incorporacdo deste is6topo radioativo, precursor de nucleotideos do DNA,

medindo-se a sintese de DNA.

3.16. Obtencao de Células-tronco a partir da Parede da Veia
Umbilical

Os corddes umbilicais foram coletados no Centro Obstétrico do
Hospital Universitario da USP, apds consentimento livre e informado (de
acordo com o processo nimero CEP-HU:383/03 e CONEP: 9851, e
processados o mais rapido possivel (dentro de 2-6 horas), apds o parto,
como descrito (Covas et al., 2003; Romanov et al., 2003). A veia do cordao
foi canulada em suas duas extremidades e lavada com meio de cultura
(MEM). O vaso foi preenchido com solucdo de 0,1% colagenase tipo 1A,
em MEM e incubado a 37°C por 15 minutos. A veia foi entdo lavada com
salina e apds “massagear” o corddo, a suspensdo de células endoteliais e
subendoteliais foi coletada. As células foram centrifugadas por 10 minutos
a 600g e ressuspendidas em o-MEM suplementado 2 mM L-Glutamina,
10% de Soro Fetal Bovino de lotes designados para o cultivo de células-
tronco (Hyclone) e antibidticos. As células foram plaqueadas em placas de
cultura aderentes e mantidas em estufas a 37°C com 2% CO..
Aproximadamente duas semanas apds este processamento, comeg¢avam a
aparecer colonias fibroblastéides, caracteristicas de células-tronco
mesenquimais. O subcultivo foi feito antes que as placas atingissem 80%
de sua confluéncia mdxima, para evitar a perda de pluripoténcia por parte

das células.
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3.17. Obtencao de Células-tronco a partir do Sangue de
Cordao Umbilical

Logo apds a sec¢do do cordao e quando o recém-nato ji se
encontrava aos cuidados do pediatra, o sangue foi colhido na extremidade
do corddo umbilical que permanece ligado a placenta e armazenado em
tubo heparinizado (250 U/ml) para posterior utilizagdo. Todas as amostras
foram processadas em menos de 1h apds o parto. O sangue foi diluido na
propor¢do de 1:3 com solucdo salina heparinizada e carregado sobre um
colchio de 10 ml de Ficoll-PaquePlus (Histopaque, GE Healthcare,
d=1.077 g/ml) em tubos Falcon de 50 ml. Apds a centrifugacdo a 800g por
30 minutos, as células mononucleadas eram recolhidas da interface e
ressuspendidas em HBSS. As células foram entdo centrifugadas mais uma
vez a 600g por 15 minutos, ressuspendidas em meio completo (a-MEM
suplementado com 10% soro fetal bovino para crescimento de células-
tronco (Hyclone), 2mM de L-Glutamina e antibidticos) e plaqueadas em
placas aderentes. Apds 24h, o meio foi trocado e as células que ndo
aderiram foram descartadas. Aproximadamente duas semanas apds este
processamento, apareceriam colOnias fibroblastdides, caracteristicas de
células-tronco mesenquimais. O subcultivo foi feito antes que as placas
atingissem 80% de sua confluéncia méxima, para evitar a perda de

pluripoténcia por parte das células.

3.18. Curvas de Crescimento

As células foram plaqueadas em placas de cultura de 24 pocos na
concentracio de 1x10* células/poco ou em placas de 48 pocos nas
concentragdes de 1x10° células/pogo ou de 1x10* células/poco, na presenca
de diferentes concentragdes de soro fetal bovino ou BSA. As placas foram

mantidas em condi¢des adequadas de cultura, sendo o meio renovado a
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cada dois dias. Cada ponto da curva foi coletado através de tripsinizagao e,
em seguida, as células foram fixadas em solucio 3,7% formaldeido-PBSA
e mantidas a 4°C at€ o momento da contagem. A contagem das suspensoes
de células foi realizada em contador eletronico modelo CC530 (CELM -

Companhia de Equipadora de Laboratérios Modernos).

3.19. Caracterizacao Imunoldégica (Imunofenotipagem) das
culturas de células-tronco mesenquimais da parede da
veia umbilical (MSC), de sangue de cordao umbilical
(UCB) e endotélio vascular de cordao wumbilical
(HUVEQ).

As culturas derivadas de células de sangue de corddo umbilical e da
camada subendotelial da veia umbilical de 1°, 2* e 5* passagens foram
marcadas diretamente com CD14-FITC, CD29-PE, CD31-PE, CD44-PE,
CD73-PE, CD90-FITC ou CD90-APC (todos da Pharmigen), e marcadas
indiretamente com CD105 (Chemicon) - Secunddrio sheep anti-mouse PE
(Chemicon), durante 30 minutos a 4°C, lavadas com PBS e fixadas em 1%
paraformaldeido por mais 30 minutos. Logo em seguida, foram submetidas
a citometria de fluxo em um aparelho FACSAria (BD Biosciences) e
analisadas pelo software FACSDIVA do mesmo fabricante, em um projeto
em colaboragdo com o Dr° Oswaldo Keith Okamoto do HIAE-UNIFESP.
As diluicdes utilizadas foram:

FITC (1:50)

PE (1:25), exceto CD44 (1:50)
PE Cy5 (1:10)

APC (1:100)
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3.20. Ensaios de diferenciacio das células progenitoras
mesenquimais obtidas a partir das culturas do sangue de
cordao umbilical e da parede da veia de cordiao na
linhagem 6ssea.

As culturas derivadas de células de sangue de corddo umbilical e da
veia do corddo umbilical foram submetidas ao processo de diferenciacdo na
linhagem Ossea. Para induzir a diferenciacdo, as células foram cultivadas
no meio de diferenciacao por 3 semanas. O meio era composto por o-MEM
suplementado com 10% Soro fetal bovino, 100 nM Dexametasona, 100
ng/ml Acido Ascérbico e 10 mM de B-Glicerol Fosfato. O meio era trocado
2 vezes por semana. O fen6tipo de osteoblastos foi avaliado pela coloragao

da matriz mineralizada com Alizarin Red.

3.21. Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise estatistica com
auxilio do programa Prism v4.02 (GraphPad). Para anélise da diferenca de
expressdao de cada gene, entre as amostras analisadas, foi utilizada uma
andlise de variancia unidirecional (one-way ANOVA) seguida de um teste
de Tukey, que realiza uma comparacio dois a dois das médias dos valores

de niveis de expressao.
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4. Resultados

4.1. Células-Tronco Embrionarias

4.1.1. Cultura e caracterizacao de células-tronco embrionarias (ESC)
murinas

As células foram cultivadas seguindo protocolos ja bem
estabelecidos de cultivo de células ES para serem mantidas em estado
indiferenciado, cultivadas sobre uma camada de MEF (feeder layer) e na
presenca de LIF, que ndo permitem que estas células se diferenciem. Estas
células permaneciam pequenas, com nucleos densos e pequenos, formando
colonias muito facilmente, e mantendo sua morfologia quando mantidas

nestas condicdes de cultura, como pode ser visto na figura 4.

Figura 4: Colonias de células-tronco indiferenciadas embriondrias de camundongo
crescidas sobre feeder layer de fibroblastos embrionarios de camundongo (MEF)
irradiados, mantendo sua pluripoténcia. Aumento 40x.

Como pode ser observado na figura 4, as coldnias de células-tronco

embriondrias crescidas sobre feeder layer de fibroblastos embrionérios
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murinos (MEF) irradiados s3o refringentes, com bordas bem definidas,
caracterizando sua pluripoténcia. No entanto, também observamos que essa
cultura ndo é homogénea, apresentando algumas coldnias com um aspecto
de pré-diferenciacio, com irregularidade na regido periférica da colonia e
regides escuras dentro da colonia. Supunha-se que estas células estejam
todas em estado indiferenciado, com amplo potencial de diferenciacdo para
todos os tipos celulares. No entanto, pudemos observar a formagdo de mais
de um tipo de colonia em nossas culturas, demonstrando que haviam
células em diferentes estigios. Como ilustrado na figura 5, foi possivel
observar que existiam colOnias densas, com bordas bem definidas e
refringentes ao microscopio (tipo I). Por outro lado, existiam col6nias mais

esparsas, sem definicdo em suas bordas e de pouca refringéncia (tipo II).

Figura 5: Colonias indiferenciadas de células-tronco embriondrias de camundongos. A
- colonias do tipo I e B - Coldnias do tipo II. Aumento- 100x

Apds crescimento/expansdo destas colOnias, as células foram
injetadas na regido sub-cutanea de camundongos NUDE imunodeficientes
para analisarmos sua capacidade na geracdo de tumores in vivo. Apds 14
dias, os tumores ja eram bem visiveis, como demonstrado na figura 6, e 0s

animais foram sacrificados.
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Figura 6: Teratomas formados 14 dias apds a injecdo de 6x10° células-tronco
embriondrias indiferenciadas de camundongos.

Foi possivel, também, gerar, com sucesso, corpos embridides,
utilizando o protocolo descrito em Materiais e Métodos, conforme

mostrado na figura 7.
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Figura 7: Corpos embridides gerados a partir de células-tronco embriondrias de
camundongos. A — Corpos gerados em placas de cultura ndo aderentes, aumento 40x. B
— Corpos Gerados em gotas, aumento 100x.

4.1.2. Diferenciacdo e caracterizacio de ESC murinas em células
produtoras de insulina

Para o processo de diferenciacdo de células-tronco embriondrias de
camundongos em células secretoras de insulina, utilizou-se o protocolo
descrito em Lumelsky e colaboradores (Lumelsky et al., 2001) e detalhado

no item 3.3.2 dos “Materiais e Métodos”. Os resultados obtidos durante o
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processo de diferenciacdo foram semelhantes aqueles descritos no trabalho,
no entanto, algumas observacdes foram feitas, que ndo estdo descritas no
trabalho destes autores, conforme detalhado a seguir.

Apds a geracdo dos corpos embridides, as células eram colocadas
para aderir a placa e cresciam, formando uma monocamada com células de
forma epiteliéide como ilustrado na figura 8. Neste momento, durante a
selecdo das células nestina-positivas (estdgio 3), as células eram cultivadas
em meio contendo 50% DMEM, 50% HamF12, 1X ITS e 8ug/ml de
Fibronectina. Neste estdgio, estd descrito (Lumelsky et al., 2001) que com
este tipo de meio os varios tipos celulares morrem e apenas as células
nestina-positivas sobrevivem, no entanto, ndés observamos que ha

crescimento celular durante este estdgio, mesmo na auséncia de soro.

Figura 8: Corpos embridides sdo formados cultivando-se as células-tronco
embriondrias (ES) em suspensdo. Apds sete dias, estes corpos embridides aderem a
placa de cultura e crescem em monocamada, apresentando células de formato
epitelidide, em condig¢des livres de soro. Aumento 100x.
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Para dar seqiiéncia ao protocolo de diferenciacdo, utilizamos os
corpos embridides gerados em gotas, pois estes apresentavam uma maior
homogeneidade, quanto a sua forma, do que aqueles gerados em placas nao
aderentes. Outra observacdo feita durante este estigio € a presenca de
algumas regides na placa, nas quais ocorre pulsacdo, que acreditamos
serem c€lulas ES diferenciadas em cardiomidcitos, como demonstrado na
figura 9. Interessantemente, havia um maior nimero de regides pulsantes
nas placas que receberam os corpos embridides originados em placas ndo

aderentes ao invés de gotas.

Figura 9: Monocamada com células em forma epiteliéide durante o estigio de selecdo
das células nestina-positivas. As setas indicam regides onde as células pulsavam, com
células de morfologia diferente. Aumento de 100x.

Ao final do estdgio 5, além de um crescimento em monocamada na
placa, as células apresentavam, também, pequenos clusters, semelhantes a
ilhotas pancredticas, que foram formados apenas no ultimo estiagio do
processo (item 3.3.2 dos “Materiais e Métodos”), quando se retirou o bFGF
e adicionou-se Nicotinamida (um fator que reconhecidamente auxilia na
inducgdo de diferenciacao de ilhotas pancreaticas) ao meio de cultura. Estes

clusters estdo representados na figura 10.
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Figura 10: Crescimento em monocamada com a formagdo de clusters similares a
ilhotas pancredticas ao final do processo de diferenciacdo. A - culturas diferenciadas,
evidenciando o aparecimento de clusters similares a ilhotas, apds o tratamento com
nicotinamida e, B - sem o tratamento. Aumento de 100x.

Durante este estdgio eram observados também outros tipos celulares,
além das células epitélidides que faziam parte da monocamada e dos
clusters. Assim, eram encontradas na placa regides que pulsavam mesmo
ao final do processo de diferenciacdo, além de outros tipos celulares
similares a neurdnios, com corpos celulares bem grandes. Estes ultimos
formavam uma intensa “rede” ao redor dos clusters, como ja descrito
(Lumelsky et al., 2001). Alguns destes “neurdnios” estdo demonstrados na

figura 11.
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Figura 11: Células similares a neurdnios encontradas na cultura ao final do processo de
diferenciacdo. As setas indicam as regides dos corpos celulares. Os ax6nios eram
alongados e formavam uma rede ao redor dos clusters. Aumento de 200x.

Ao final do estigio 5, submetemos as culturas a coloracdo com
ditizona, um corante que se liga a fons Zn’*, os quais estdo presentes nos
granulos de insulina. Dessa forma, foi possivel identificar células que estdo
acumulando insulina, hormonio secretado pelas células beta-pancredticas
diferenciadas, apenas nas culturas que foram tratadas com nicotinamida. O

resultado desta coloragdo encontra-se na figura 12.
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Figura 12: Clusters diferenciados de células-tronco embriondrias de
camundongo coram positivamente com ditizona, demonstrando acimulo de
insulina. A — Foto sob estéreomicroscépio, demonstrando varios clusters corados
na placa, aumento 40x e B — Foto sob microscépio invertido, demonstrando o
nucleo do cluster corado em vermelho; aumento 200x.

Ao final do estdgio 5, submetemos as células a uma reacdo de

imunofluorescéncia para insulina, nestina e Pdx-1. Insulina é o horménio
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secretado por ilhotas pancredticas diferenciadas. Nestina € uma proteina de
microfilamento que foi descrita primeiramente como um marcador de
“stem cells” presentes no tecido nervoso e, posteriormente, foi detectada
sua presenca também em tecido pancredtico. PDX-1 € um gene
“homeobox” de células pancredticas que € expresso durante o processo de
organogénese pancredtica e durante a diferencia¢do de ilhotas pancredticas
(Fernandes et al., 1997; McKinnon et al., 2001). Os resultados obtidos ao

final de todo o processo de diferenciagdo encontram-se na figura 13.

-- E

Figura 13: Imunofluorescéncia de células-tronco embriondrias de camundongos ao
final do processo de diferenciacdo. A) Insulina — Texas Red, Nucleos — DAPI. B)
Nestina — FITC, Nucleos — DAPI. C) Sobreposicdo das imagens de A e B. D) Insulina —
Texas Red, Nucleos — DAPI. E) PDX-1 — FITC, Nucleos — DAPI. F) Sobreposicao das
imagens de D e E. Aumento de 600x.

Os resultados da figura 13 mostram que ao final do processo de
diferenciacdo, praticamente todas as células apresentavam marcacdo para
insulina (painéis A e D), poucas células ainda apresentavam marcacao para
PDX-1 (painel E), e quase nenhuma apresentava marcacdo para nestina

(painel F). E possivel observar que o sinal de nestina, praticamente
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inexistente ao final do processo de diferenciagdo (painel B), teve um
aumento durante a selecdo (estagio 3) e expansdo da progenitoras (estagio

4), como demonstrado na figura 14.

A

Figura 14: Intensidade do sinal de nestina durante o processo de diferenciacdo. A) 6°
dia de Selecdo. B) 6° dia de Expansdo. Nestina — FITC, Nicleos — DAPI. Aumento de
600x.

Como haviamos conseguido reproduzir os resultados de Lumelsky e
colaboradores (Lumelsky et al., 2001) tentamos melhorar os resultados
obtidos por aquele grupo. O periodo de expansdo das progenitoras (estigio
4) € crucial para a execucdo deste protocolo, uma vez que, em teoria,
apenas as cé€lulas progenitoras enddcrinas responderam ao estimulo com o
agente proliferativo (bFGF) ap6s terem sido previamente selecionadas no
meio sem a adi¢do de soro. Nossa estratégia baseou-se em expandir por um
periodo de tempo maior do que o protocolo original (14 dias no lugar de
apenas 7 dias), aumentando o rendimento de células nestina-positivas, e
assim levando a maior propor¢do de células secretoras de insulina. Uma
outra modificagdo foi o cultivo das cé€lulas ao final do processo normal de
diferenciacdo, em uma solucdo contendo alta concentragdo de glicose
(Soria et al., 2000) por 7 dias, o que, supostamente promoveria a maturagao
das células e induziria tanto proliferacdo quanto a expressdo de genes-

chave na resposta fisioldgica a glicose destas células. Para melhor
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caracterizar qual dos protocolos levava ao melhor resultado, realizamos
uma incubacdo estitica com diferentes concentracdes de glicose para
analisar a capacidade destas células de responderem ao estimulo, dosando
no meio de cultura a quantidade de insulina liberada por estas células. O

gréfico representativo dos resultados encontra-se na figura 15.
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Figura 15: Secrecdo de insulina em resposta ao estimulo com glicose das células ES ao
final do processo de diferenciagdo e com diferentes protocolos. Resultados obtidos em
triplicatas de trés experimentos independentes.

As células diferenciadas foram entdo implantadas em animais
diabéticos visando avaliar sua capacidade de normalizar o diabetes in vivo.
Os animais foram diabetizados com uma unica injecdo intraperitoneal de
estreptozotocina (200mg/kg de animal) e apds 2-3 dias estes ja se
encontravam hiperglicémicos (glicemia acima de 200mg/dl de sangue).
Foram utilizados 6 animais: 2 SHAM, 2 que receberam 1x10° e outros 2 que
receberam 1x10” células diferenciadas. Apés o implante, a glicemia foi

medida todos os dias entre 16:00h e 18:00h (periodo de jejum nos animais)
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durante 7 dias. Nem todos os animais sobreviveram aos 7 dias. Os

resultados das medidas da glicemia nos animais encontram-se na figura 16.
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Figura 16: Implante de células-tronco embriondrias de camundongos diferenciadas em
células secretoras de insulina em animais imunodeficientes diabetizados. AN1 e AN2
receberam 1x10° células e AN3 e AN4 receberam 1x107 células. SHAM simulados com
PBSA. Dia 0 era o dia do implante.

Completado todo o processo de diferenciagdo, amostras de RNA
extraido das culturas diferenciadas, assim como daquelas etapas
intermedidrias durante a diferenciacdo, foram extraidas e submetidas a
experimentos de Real-Time PCR para andlise molecular da diferenciagao,
com genes de camundongo relacionados a linhagem pancreética (ISL-1,
PDX-1, GLUT2, INS1 e INS2) e assim, avaliar em qual protocolo se
obteria uma maior indu¢do na expressdao desses genes. Foram analisados
RNAs das amostras indiferenciadas (mESC), Corpos Embri6ides (Embryo
Bodies), final do estagio 3 (selecdo — Post-Selection) e durante etapas da
Diferenciacdao Espontinea (SD5+9d, SD5+17d e SD5+28d). Os resultados

desses experimentos encontram-se na figura 17.
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Figura 17: Expressdo génica diferencial medida por Real-Time PCR, dos genes de
camundongo relacionados a diferencia¢do na linhagem pancredtica. Amostras de RNA
foram extraidas: das células indiferenciadas (mESC), Corpos Embridides (EBs), final
do estigio 3 (Post-selection), Diferenciadas (Differentiated) e em Diferenciacdo
Espontanea (SD5+9d, SD5+17d e SD5+28d). Resultados obtidos em triplicatas de trés

experimentos independentes.
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4.1.3. Analise da expressao génica diferencial apos a diferenciacao de
ESCs murinas em células produtoras de insulina através de CodeLink
Bioarrays

B

Figura 18: Amostra da regido das laminas do CodeLink Bioarrays hibridizadas em:
(A) cRNA obtido a partir das amostras diferenciadas e, (B) com cRNA obtido a partir
das amostras nao-diferenciadas. Os spots em branco sdo aqueles que estouraram o
limite de detecg¢ao.

A amostra diferenciada segundo o protocolo descrito nos “Materiais
e Métodos” (Lumelsky et al., 2001) foi selecionada e deu-se inicio aos
experimentos com as laminas de CodeLink Bioarray. O sistema Codelink
€ baseado em arrays pré-fabricados contendo oligonucleotideos dispostos

em laminas de vidro. As laminas utilizadas neste sistema sao tratadas



previamente com um polimero hidrofébico, formando uma matriz
tridimensional onde sdo imobilizados os oligonucleotideos. Além de
possibilitar o aumento do nimero de oligos imobilizados por lamina, esta
matriz permite que o acesso da sonda aos oligos seja facilitado,
aumentando a sensibilidade da técnica. Outras vantagens decorrem da
caracteristica hidrofébica do polimero, inibindo liga¢des inespecificas da
sonda aos oligonucleotideos e a lamina de vidro, diminuindo o
“background”, além de diversos recursos que permitem uma precisiao
muito grande na aplicacdo dos oligonucleotideos a 1amina e uma andlise
posterior de qualidade de cada spof, permitindo uma grande

reprodutibilidade dos resultados.

Os RNAs foram submetidos a transcri¢do reversa, gerando cDNAs, e
logo apds foram gerados os cRNAs biotinilados, os quais foram usados

durante a hibridiza¢ao das laminas.

Neste projeto foi utilizado o CodeLink Mouse Whole Genome
Bioarray, que € constituido por 34.967 oligonucleotideos derivados de
genes depositados no GenBank, RefSeq e Unigene até o més de Abril do
ano de 2004. Cada oligo possui 20 nucleotideos, tendo sido desenhado de
forma a ser especifico para o gene analisado. Foram usadas quatro laminas,
sendo duas hibridizadas com cRNA das amostras indiferenciadas e duas
com cRNA das amostras diferenciadas, uma vez que os spots na lamina
ndo se encontram em duplicata. As sondas foram preparadas seguindo

fielmente as especifica¢des do fabricante.

As imagens foram adquiridas utilizando-se o escaner GenePix 4000B
e a andlise inicial foi realizada pelos programas GenePix e CodeLink
System Software. ApOs a obtencdo das imagens dos bioarrays, a
intensidade de cada spot foi quantificada pelo programa GenePix Pro.

Como descrito nos “Materiais e Métodos”, os bioarrays sao pré-analisados
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para identificacdo de spots que apresentam alguma irregularidade. Assim,
os sinais referentes a esses spots foram previamente anulados através do

programa GenePix Pro.

Posteriormente, o programa CodeLink System Software normaliza os
dados em relacdo a mediana local, confere os controles positivos e
negativos e permite a analise dos dados para réplicas da mesma sonda. Para
a selecao dos genes diferencialmente expressos, inicialmente foi utilizada a
normalizagdo realizada através do mesmo programa. Assim, era calculada a
razao do sinal entre as condicdes estudadas e esta comparada com um cut-
off selecionado arbitrariamente. Posteriormente foi utilizado o método
Support Vector Machine (SVR), implementado no pacote GEDI (Gene
Expression Data Interpreter) (Fujita et al., 2007), desenvolvido em nosso
proprio  laboratério.  Os  resultados da  normalizacdo  dos

bioarraysencontram-se na figura 19.
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Figura 19: Resultados obtidos da hibridizacdo dos Bioarrays. A- replicata 1, B-
replicata 2 e, C-média dos resultados de A e B, normalizados pelo GEDI (Fujita et al.,
2007).

O fabricante das laminas sugere um cut-off de 1,2 como suficiente
para a selecdo dos genes diferencialmente expressos. Para nossa andlise,
estabelecemos um cut-off superior a 5, para evitarmos problemas de falsos
positivos. Foram entdo selecionados 609 genes diferencialmente expressos,
com indice de expressio pelo menos 5 vezes maior na amostra

diferenciada, quando comparada com a amostra indiferenciada.

Para analisar a lista dos genes selecionados, foi utilizado o programa
FatiGO (Al-Shahrour et al., 2004) que, entre outras funcdes, classifica os
genes de acordo com os critérios do Gene Ontology Consortium, ou seja,

componente celular, processo biolégico e fungao molecular.
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A partir da classificagdo do FatiGO, aproximadamente 5% dos genes
foram relacionados como pertencentes a processos de diferenciacdo celular,
quando classificados por processos bioldgicos. A distribuicdo dos genes

por fun¢do encontra-se na figura 20.

Regulation of cellulai
process

' signal transduction
transport

S 4

system development

cell motility metabolic process

anatomical structure cell differentiation
MOrPROGENES'S »yotein metabolic .
regulation of metabolic

process

process

Figura 20: Classificagdo do FatiGO por processos bioldgicos dos 609 genes
selecionados como super-expressos nas amostras diferenciadas.

A partir da lista obtida do FatiGO, foram selecionados 16 genes
como sendo relacionados a processos de diferenciacdo celular e que nao
tinham fung¢do descrita na diferenciacao de células beta pancreéticas, tanto
de camundongos como de humanos. Foram excluidos da listagem os que ja
tinha participacdo conhecida em tal processo (Neurogenin3, PDX-1, etc).
Os genes foram selecionados a partir das laminas de CodeLink com o

auxilio dos programas FatiGO, Blast e Blat. A seqiiéncia do mRNA desses
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genes foi localizada nos bancos de dados acima citados e foram desenhados

primers para Real-Time PCR para confirmagdo da indugdo da expressao

desses genes. A tabela 1 relaciona os genes selecionados com o aumento de

expressao destes genes, pelo CodelLink.

Tabela 1: Genes selecionados durante o processo de diferenciagéo.

Gene

Aldhla2

Ascll

CXCL12

CXCR4

Decorin
DLX

DNER
EN1
Kitl

MGLAP

Noggin
Nrpl
Ntrk
Pbx1

Tenascin C

Zicl

Funcao

Formaciao do Eixo Neural
Sintese Embriondria de RA

Desenvolvimento do SNC

Desenvolvimento vascular cerebral,
hematopoiese e cardiogénese

Desenvolvimento vascular cerebral,
hematopoiese e cardiogénese

Interagdes epitélio-mesenquima durante a
organogénese

Producdo de neurdnios GAB Aérgicos durante
desenvolvimento embrionério

Diferenciacdo do SNC
Neurogénese tardia
Desenvolvimento embriondrio e hematopoiese
Envolvido no desenvolvimento dsseo
Envolvido na embriogénese precoce
Desenvolvimento embriondrio de vasos
Desenvolviemento de SNC e periférico
Diferenciacdo Endécrina e Exdcrina
Cardiogénese

Neurogénese

Inducao

7.4 +0,45

6,6 + 0,69

21,5+£1,23
13,4 £7,62

432 + 46,36
6,7 + 1,64

11,1 £0,05
7,5+1,21
10,7 £ 1,99
52,8 +9,2
8,7+0,30
17,8 +4,27
6,8 + 0,85
5,6 £0,01
67,2 £3,94

63,1 +£24,93
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4.1.3. Confirmacao da expressao génica diferencial por Real-Time PCR

Antes de iniciar a andlise dos genes selecionados, foi calculada a
eficiéncia dos primers sintetizados. Para isso, foram realizadas rea¢des de
Real-Time PCR utilizando como template dilui¢des seriadas (1:20, 1:40,
1:80, 1:160 e 1:320) de um mix de cDNA das amostras que seriam
analisadas. Apds a reagdo, foi elaborado um grafico do logaritmo da
diluicdo utilizada em funcao do Ct obtido, sendo que a eficiéncia do primer
foi calculada em fun¢do do coeficiente angular da curva obtida. Foram
aceitos aqueles primers que apresentaram uma eficiéncia entre 80 e 100% e
com um R? maior que 0,85.

Como ndo haviam dados na literatura que indicassem os controles
adequados para o sistema estudado, optou-se por se basear nos dados do
CodeLink para esta selecdo. Comparando-se as laminas das amostras
diferenciadas com as laminas das amostras indiferenciadas, observou-se
que para o gene do GAPDH havia uma indugdo de 0,8 vezes. A B-Actina,
para a qual haviam primers também, ndo estava representada na lista de
genes do CodelLink, entretanto haviam outras isoformas de actina no
bioarray, e estas, assim como as isoformas de [-Tubulina apareciam
sempre como induzidas mais de 2 vezes nas laminas hibridizadas com as
amostras diferenciadas. O gene para HPRT apresentou uma inducdo
superior a 2,5 vezes nas laminas das amostras diferenciadas. Portanto,
dentre as possibilidades, o controle interno feito pelo GAPDH mostrou-se o
mais confidvel, e passou a ser utilizado em todos os experimentos de Real-
Time PCR. Todos os experimentos foram realizados em triplicata, com
amostras de RNAs obtidos a partir de trés experimentos independentes.

ApOs cada reacdo de Real-Time PCR, definiu-se um threshold de
0,25 e, com base neste threshold, o programa 7300 System SDS Software

forneceu os Cts que foram utilizados para calcular os ACts e o aumento de
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expressao em relacdo as amostras indiferenciadas (mESC). Foram
utilizadas 3 outros cDNAs além da amostra indiferenciada: SD -
Spontaneous Differentiation, a partir de amostras diferenciadas
espontaneamente, Diff-L — induzidas a diferencia¢do seguindo o protocolo
de Lumelsky e colaboradores (Lumelsky et al., 2001), e cDNA obtido a
partir do cultivo da linhagem MIN-6, uma linhagem de insulinoma de
camundongos. Para andlise dos dados, os aumentos na expressdo das
diferentes amostras foram submetidos ao programa Prism, onde apds uma
andlise da variancia unidirecional (ANOVA One-way), foi realizado um
teste de Tukey, obtendo-se para cada gene as diferengas de expressdo entre
as amostras analisadas e a significincia estatistica de cada diferenca, como
demonstrado na figura 21. Foram consideradas as razdes e significancias

entre cada uma das condicdes em relacao a amostra indiferenciada.
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Figura 21: Resultado do Real-Time PCR dos genes analisados. Representacdo grafica
de 15 genes dos 16 genes selecionados (ndo houve amplificacio de MGLAP). No eixo
das ordenadas estdo representadas as diferencas de expressdo em relacdo a amostra
indiferenciada e no das abcissas, a amostra cujo cDNA foi utilizado como template para
a reacdo. mESC - indiferenciadas, SD - diferenciacdo espontinea, Diff-L. —
Diferenciadas segundo o protocolo de Lumelsky e colaboradores e MIN — MING.
*p<0,001 vs mESC, “p<0,01 vs mESc e bp<0,05 vs mESC.
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Nem todos os genes confirmaram sua expressdo diferencial, como

indicado pelos bioarrays. Alguns inclusive mostraram-se reprimidos pelo

processo de diferenciacdo, como demonstrado na tabela 2.

Tabela 2: Expressao diferencial dos genes selecionados pelos bioarrays, comparados

pela expressdo nos experimentos de Real-Time PCR. NO-Nao Obtido

Gene Inducido(CodeLink) | Inducao(Q-PCR)
Aldhla2 7.4 +£0,45 5,9+0,30
Ascll 6,6 £ 0,69 114 £9,23
CXCL12 21,5+1,23 17,8 +1,83
CXCR4 13,4 +7,62 16,2 +4,70
Decorin 432 + 46,36 4,8 £0,60
DLX 6,7 £ 1,64 8,8 +0,52
DNER 11,1 £0,05 10,7 £ 0,24
EN1 7,5+1,21 6,4 +0,30
Kitl 10,7 £ 1,99 1,5+0,08
MGLAP 52,8 +9,2 NO
Noggin 8,7 £0,30 28,4 +0,86
Nrpl 17,8 £4,27 9,7+6,28
Ntrk 6,8 £ 0,85 189 + 15,02
Pbx1 5,6 £0,01 6,2+ 1,65
Tenascin C 67,2 +£3,94 0,4 +0,01
Zicl 63,1 +£24,93 1,1 +£0,10

4.2. Células-tronco da medula ossea de rato




As culturas medulares foram obtidas como especificado nos
Materiais € Métodos. Os animais foram sacrificados, de acordo com os
preceitos éticos no uso de animais recomendados pelo COBEA, e suas
patas traseiras eram dissecadas para obten¢do dos fémures (ossos longos).
Ap6s a dissec¢do dos fémures, os ossos eram levados ao laboratério onde
tinham suas epifises removidas para que pudesse ser feito o flushing através
do osso e desta maneira obter as células da medula. Depois de realizado
este procedimento, as células de medula dssea eram plaqueadas em placas
tratadas com meio DMEM contendo 10% soro fetal bovino e antibidticos e
mantidas em estufa a 37°C por 24h. Apos este periodo de cultivo, as células
ndo-aderentes eram descartadas e meio novo era adicionado.

As células aderentes de medula 6ssea de ratos, foram mantidas até o
inicio da formacdo de coldnias fibroblastéides (figura 22), reconhecidas

como colonias de células-tronco mesenquimais, o que geralmente acontecia

entre 1 e 2 semanas.

Figura 22: Formacdo de colonias de células de medula 6ssea de rato, com
caracteristicas fibroblastdides apds 10 dias de cultivo das células que haviam aderido
nas 24h iniciais do cultivo. As células que ndo aderiam em 24h eram descartadas e o
meio trocado a cada 3-4 dias. Ap6s 10 dias de cultivo comegavam a surgir coldénias com
este aspecto. A- aumento de 40X. B- aumento de 100x.
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Estas células apresentavam-se com diferentes graus de granulacdo
interna como mostrado na figura 23. O grau de granulag@o é um indicador

do potencial proliferativo e de diferenciac@o da célula (Colter et al., 2000).

Figura 23: Granulacdo das Células-tronco Mesenquimais. Dependendo da quantidade
de granulos no interior da célula, podemos estimar seu potencial proliferativo e de
diferenciag¢do. Geralmente as menores e com mais granulos sdo as que possuem maior
capacidade de proliferacdo e diferenciacdo. A seta indica uma destas células em mitose.
Aumento de 200x.

Quando as células de medula 6ssea de rato eram cultivadas em
DMEM-HG suplementado com 10 % soro fetal bovino e alta concentragdo
de glicose, adquiriam uma homogeneidade apds 1 ou 2 passagens, sem
contaminantes hematopoiéticos ou outros tipos celulares. Estas células
foram induzidas a diferenciarem-se em células beta-pancredticas, seguindo
fielmente o protocolo publicado por Tang e colaboradores (Tang et al.,
2004). Quando a confluéncia atingia seu limite, estas células comecavam a
se agrupar na forma de pequenos clusters, muito similares, em forma, a
cultura de ilhotas pancreaticas (figura 24). Estes clusters aumentavam em

tamanho e nimero com o passar do tempo. Foi observado que depois de
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quatro meses de cultura, estes clusters ndo aumentam mais em seu tamanho

e ainda, que seu desenvolvimento ndo ocorre antes de dois primeiros meses

de cultivo.

-\ ‘ _"'),A ,,: -‘5*':‘* A : : .- & ‘v' (3 B
Figura 24: Clusters originados da fra¢do aderente de medula éssea de ratos cultivados

sob estimulo de alta concentracdo de glicose e alta densidade celular por 4 meses.
Aumentos: A; 40x e B; 100x.

Interessantemente, estas culturas de células de medula Ossea de
ratos tratadas sob estimulo de alta concentracdo de glicose e alta
densidade por longos periodos, tiveram um aumento no nimero € no
tamanho dos clusters formados (figura 25), quando foi adicionado o
tratamento com 10 mM de Nicotinamida por 7 dias, seguido por mais 7

dias com 10 nM de Exendina 4.

106



Figura 25: Culturas de células de medula éssea de ratos apds o tratamento de 7d com

10 mM de Nicotinamida seguidos de mais 7d com 10 nM de Exendina 4. Aumentos: A;
40x e B; 100x.

Por volta do 2° més de tratamento, era possivel observar outros tipos

celulares (neur6nios), como pode ser visto na figura 26.

Figura 26: Tipos celulares diferente dos clusters, observados durante o processo de
diferenciacdo de células de medula 6ssea de ratos. As setas indicam tipos celulares
similares a células do sistema nervoso. Aumento 200x.

Para verificar se o protocolo de diferenciacdo adotado foi eficaz, o

RNA dessas culturas foi isolado, transcrito e analisado quanto a presenca
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do transcrito de insulina por amplifica¢do através de PCR. Tanto em ratos
como camundongos, existem dois genes que codificam para o gene da
insulina, com 91% de identidade entre eles. Para evitar o problema de
apenas um dos dois genes ser efetivamente expresso, escolheu-se um par de
primers que hibridizava com as duas seqiiéncias, ou seja, tanto com a
insulina I, como com a insulina II. Como controle positivo, utilizou-se
RNA extraido de células de insulinomas de rato, Rin-5mf, que

reconhecidamente super-expressam ambos os genes da insulina (figura 27).

M RIN-Smf MO

pb
1000
750
500
250 — INSULINA
(200pb)

Figura 27: Eletroforese em gel de agarose 1% do produto da amplificacdo dos genes
das insulinas de rato. Canaleta 1: Padrdo de peso molecular (M), Canaleta 2: cDNA de
células RIN-5mf . Canaleta3: cDNA de células de medula dssea de ratos diferenciadas.

Como pode ser observado na figura 25, houve amplificacdo apenas
no tubo onde o template era o cDNA de células Rin-5mf. Como houve
amplificacdo, descartamos a possibilidade do primer ndo estar
hibridizando, portanto acredita-se que o protocolo de diferenciagdo € que
ndo estava adequado. Para confirmar estes resultados, foram feitas reacdes
de Real-Time PCR para os genes INS1, INS2, PDX-1, ISL-1 e GLUT-2.

Em nenhuma das rea¢des obteve-se amplificacdo (dados ndo mostrados).
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4.3. Células-tronco de Cordoes Umbilicais

4.3.1. Cordao Umbilical Congelado
As amostras de sangue de corddo umbilical foram coletadas e

congeladas no Banco de Sangue do Hospital Israelita Albert Einstein
(HIAE), sob a supervisdao da Dr®. Andreza Alice Feitosa Ribeiro. As
amostras utilizadas permaneceram congeladas por ndo mais do que quatro
anos.

O rendimento médio de células mononucleadas foi de 1,3.108
células/corddo, o que estd dentro do que € previsto com base nos dados de
literatura para rendimento de células mononucleadas de cordao umbilical.
Todas as amostras apresentavam 98% de viabilidade no momento do
descongelamento, sendo esta avaliada pelo método do Tripan Blue.

As células mononucleadas foram obtidas a partir do sangue de
cordao umbilical, como descrito nos Materiais e Métodos e utilizadas em
duas curvas de crescimento com diferentes concentragdes de soro fetal
bovino e duas densidades celulares diferentes para se avaliar qual a melhor
condicdo de cultivo para estas células. Os resultados encontram-se nas

figuras 28 e 29.
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Figura 28: Curva de crescimento 1. As células mononucleadas de sangue de
corddo umbilical foram plaqueadas na densidade inicial de 1.10* células/cm” em
placas de multiwell P48 e cultivadas durante 8 dias. Foram coletados pontos da
curva nos dias 1, 2, 4, 6 e 8, todos em triplicata. A condicdo de cultivo com o
meio RPMI+Glicose 5,6mM+0,5% BSA era a condi¢do controle. b vs. a,
p<0,05.
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Figura 29: Curva de crescimento 2: As células mononucleadas de sangue de
corddo umbilical foram plaqueadas na densidade inicial de 1.10° células/cm® em
placas multiwell P48 e cultivadas durante 8 dias. Foram coletados pontos da
curva nos dias 1, 2, 4, 6, e 8, todos em triplicata. A condi¢do de cultivo com o
meio RPMI+Glicose 5,6mM+0,5% BSA era a condicao controle.

Em ambas as curvas pode-se observar que o crescimento das células

¢ diretamente proporcional a concentracdo de soro do meio. A tnica
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diferenca significativa observada entre os diferentes tratamentos foi quando
as células foram plaqueadas na densidade de 1.10* células/cm’ e tratadas
com concentracdes de SFB-ES de 5 e 10%, quando comparados com os
controles (P<0,05). Nao foi observada diferenca significativa entre as
amostras cultivadas em 5% ou 10% de soro, demonstrando que o
crescimento maximo destas células pode ser alcancado com 5% de SFB.
Para corroborar os dados da curva de crescimento, foi feito um
ensaio de incorporacio de ‘H-timidina para analisar a capacidade
mitogénica das diferentes concentragdes de soro. Os resultados deste

experimento encontram-se na figura 30.
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Figura 30: Ensaio de atividade mitogénica. Células mononucleadas de sangue de
corddo umbilical foram plaqueadas na densidade de 1.10* células/cm?, carenciadas para
soro por 24h e depois estimuladas com diferentes concentracdes de SFB, na presenca
de *H-timidina. A incorporagdo deste isdtopo na nova cadeia de DNA sintetizada pela
célula reflete a atividade mitogénica de cada tratamento. b vs. a, p<0,05.

Como ja observado nas curvas de crescimento, apenas altas
concentragdes de soro induzem um crescimento significativamente

diferente quando comparado com o controle.
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4.3.1. Cordao Umbilical Fresco
Os corddes umbilicais, assim como o sangue do cordao foram

coletados no Hospital Universitirio da Universidade de Sdo Paulo (HU-
USP), campus da capital, em colaboracdo montada com esta instituicdo e
aprovada (Setembro de 2004) e tutoriada pelo Dr. Paulo Bastos. Todo o
protocolo foi analisado e aprovado pela Comissdo de Etica e Pesquisa do
HU (CEP-HU) e pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) em
Brasilia. Todos os corddes foram coletados apds consentimento informado
das familias e todas as parturientes foram devidamente informadas sobre a
natureza da pesquisa. Foram coletados corddes tanto de partos normais
quanto de cesarianas e sangue do corddo umbilical, apenas de partos
normais.

O sangue e o corddo foram coletados e processados como descrito
nos Materiais e Métodos. Depois de 2-3 passagens, as células tanto do
sangue (figura 31A e C) quanto da parede (figura 31B e D), adquirem uma
morfologia homogénea e crescem de maneira uniforme. Apesar de alguns
trabalhos j4 descreverem uma alta plasticidade para as células provenientes
destas duas fontes (Minguell et al., 2001; Romanov et al., 2003; Panepucci
et al., 2004; Secco et al., 2008), ainda ndo se sabe se estas células sdo as
mesmas ¢ qual a real potencialidade de cada uma delas.

Apesar de muito similares na morfologia, essas células apresentavam
algumas diferengas que nos levaram a supor que essas células, apesar de
estarem localizadas em um mesmo compartimento € cumprirem OS
requisitos basicos de uma célula-tronco progenitora mesenquimal, ndo
eram as mesmas células. A morfologia de cada uma das células também ¢
muito caracteristica. As células mesenquimais provenientes da parede do
corddo umbilical sdo ligeiramente maiores, achatadas e espalham-se mais
que as do sangue, enquanto que as sanguineas sSa0 menores € mais

cilindricas que as da parede, como demonstrado na figura 31.
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Figura 31: Diferencas morfoldgicas entre as células-tronco progenitoras mesenquimais
de parede de corddo umbilical e de sangue de corddo umbilical. As células da parede de
corddo umbilical (A e C) sdo maiores, achatadas e espalhadas que as de sangue de
corddo umbilical (B e D) que sdao menores e mais cilindricas. A e B aumento 40x, C e D
aumento 100x.

A potencialidade destas células para diferenciagcdo também foi
testada. E amplamente conhecido o potencial das células-tronco
mesenquimais, como sendo capazes de originar ostedcitos, condricitos e
adipdcitos. Para iniciar este processo de caracterizacdo, submetemos as
culturas tanto de células da parede de corddes umbilicais, quanto as células
do sangue de corddo umbilical, ao protocolo de diferencia¢do na linhagem
Ossea, como ja descrito em Materiais e Métodos. Resumidamente, as
culturas induzidas foram cultivadas durante 21 dias com 100 pg/ml de
Acido Ascérbico, 10 mM B-Glicero-Fosfato e 100nM Dexametasona em

meio DMEM contendo 10% Soro Fetal Bovino, enquanto os controles
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continham apenas DMEM e 10% Soro Fetal Bovino. Para a detec¢dao da
diferenciagdo, as culturas foram coradas pelo método da Alizarin Red, que
cora exclusivamente os cristais de fosfato de célcio dentro das células
diferenciadas. Os resultados obtidos com as culturas das células do
subendotélio da parede do corddo umbilical comparadas com aquelas de

sangue de corddo umbilical encontram-se na figura 32.
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Figura 32: Células progenitoras mesenquimais da parede e do sangue de corddes
umbilicais diferenciadas na linhagem 6ssea. A-D parede de cordao umbilical, E e F
sangue de corddo umbilical. A, C e E células tratadas com meio DMEM suplementado
com 10% soro fetal bovino, 100 pg/ml Acido Ascérbico, 10 mM B-Glicero Fosfato e
100nM Dexametasona. B, D e F células controle tratadas com meio DMEM
suplementado com 10% soro fetal bovino. A e B sem coloracdo. C, D, E e F coradas
com Alizarin Red. Aumento 100x.

Foi observada também, uma diferencga na cinética de crescimento das
células mesenquimais provenientes da parede de corddo umbilical quando

comparadas com aquelas obtidas a partir do sangue do corddo umbilical.
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Para comprovarmos isso, foi realizada uma curva de crescimento para

ambas as populacdes celulares. Os resultados sdo apresentados na figura
33.

Growth curve

- MSC
ucB

x10? cells / cm?2
—
a
[

Doubling Saturation Density
Time(h) (x10°cells/cm’)
MSC 25,8 29,8
16,8 10,5 B

Figura 33: Cinética de crescimento das células mesenquimais da parede de corddo
umbilical (MSC) e do sangue de corddao umbilical (UCB). A — Curvas de crescimento,
B — Tabela com valores da taxa de dobramento e densidade de saturacdo de cada uma
das populacoes.

De fato, é possivel observar, na figura 33 que as duas populacdes
celulares crescem de maneira distinta. As células do sangue de corddo
umbilical, possuem uma velocidade de dobramento maior e saturam numa
densidade muito mais baixa do que aquelas da parede do corddo umbilical.

Outra caracteristica que corrobora estes achados é o fato das células de

parede de corddo umbilical, quando em alta confluéncia na placa,
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formarem agregados celulares, com aumento do nimero de células na
placa, ao contrario das células de sangue de corddao umbilical, que ndo

formam estes agregados como pode ser visto na figura 34.

Figura 34: Formacio de agregados celulares. Em alta confluéncia, as células da parede
de corddao umbilical formam agregados celulares, enquanto as células da parede de
cordao umbilical crescem em monocamada Aumento 100x

Com os procedimentos de obtengdo das culturas tanto de sangue
quanto da camada subendotelial da veia umbilical bem estabelecidos no
laboratério, passou-se entdo, para um trabalho de caracterizacdo destas
células. Foi montada uma colaboragdo com o Hospital Israelita Albert
Einstein para a caracterizacdo destas células, através da andlise de alguns
marcadores de membrana através de FACS (Fluorescence-Activated Cell

Sorting)-Imunotipagem.

Até hoje ainda ndo existe um fenétipo imunolégico conhecido para
se identificar as células-tronco mesenquimais, o que dificulta muito seu
isolamento. Ao contrdrio das células progenitoras hematopoiéticas, que
expressam na superficie de sua membrana, a proteina CD34, ndo hd um
unico marcador capaz de diferenciar as células-tronco mesenquimais de
outros tipos celulares. As culturas de 1% 2* e 5% passagens foram
submetidas a marca¢do com anticorpos contra: CD14, CD29, CD31, CD34,
CD44, CD45, CD73, CD90, CD105, CD106, CD117, CD133, CD166 e
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HLA-DR, na esperanca de se poder tracar um “perfil” dessas células e

assim, facilitar sua identificacdo. A tabela 3 mostra resumidamente os

anticorpos utilizados e os principais tipos celulares onde sdo expressos,

além de sua marcacdo em células mesenquimais.

Tabela 3: Anticorpos utilizados e sua expressdo em diversos tipos celulares.

Marcacao em

Antigeno Expressao Celular .
Mesenquimais

CD14 (LPS-R) Mondcitos e Macréfagos -
Fibroblastos, Células Epiteliais,

CD29 ITGB1) Plaquetas, Timdcitos, +++
Eosinoéfilos
Mondcitos, Plaquetas,
Neutréfilos, Linfécitos T naive,

CD31 (PECAMI) Células NK e Células -
Endoteliais
Marca Progenitores

CD34 Hematopoiéticos B
Células Hematopoiéticas,

CD44 (Pgpl, H-CAM) |Fibroblastos, Células da Glia e +++
Midcitos

CD45 (PTPRC, GP180) | Células Hematopoiéticas -
Linfécitos B e T, Células

CD73 Epiteliais +++
Progenitores Hematopoiéticos e

CD90 (Thy-1) Neurdnios +++

. Células Endoteliais, Células de

CD105 (Endoglina) Medula e Macréfagos Ativados +++

CD106 (VCAM1) Células Endoteliais Ativadas -

CD117 (c-kit, SCFR) Progenitoras Hematopoiéticas -
Progenitoras Hematopoiéticas,

CD133 (AC133) Células Epiteliais e Células -
Endoteliais
Mondcitos ativados, Linfocitos

CD166 (ALCAM) T Ativados, Neurdnios, Células +

Epiteliais e Fibroblastos

HLA-DR (DRB1)

Linfécitos B, Mondcitos,
Macréfagos, Precursores
Linféides e Eritréides
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Os resultados apresentados na figura 35 permitem analisar as células
mesenquimais de corddao umbilical (sangue e parede) em termos de
tamanho e complexidade, e ji4 se podendo observar algumas diferencas
entre estas células: as células da parede sdo maiores e possuem uma
distribuicdo mais heterogénea, enquanto as do sangue sdo mais

homogéneas e mais complexas.
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Figura 35: Anadlise por citometria de fluxo do tamanho e da complexidade das células
da parede de corddo umbilical (A) e de sangue de corddo umbilical (B).

A figura 36 mostra que, tanto as células da parede do corddo
umbilical, quanto as células provenientes do sangue deste corddo ndo
apresentaram marcacao para qualquer marcador hematopoiético (CDs 14,

34,45 e HLA-DR) ou endotelial (CDs 31 e 106).
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Figura 36: As células progenitoras mesenquimais de sangue de corddo umbilical (A) e
de parede de corddo umbilical (B) sdo negativas para os marcadores CD14, CD31,
CD34, CD45, CD106 e DLA-DR.
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Para testar nossa hipdtese de que as células mesenquimais de sangue
de cordido e mesenquimais de parede de corddo sdo realmente dois tipos
distintos de células, submetemos estas duas populacdes celulares a
experimentos de citometria de fluxo para analizar a expressdo de diferentes
proteinas em sua superficie. Como mostrado na figura 37, ambos tipos
celulares apresentam os mesmos marcadores de superficie, o que as
caracteriza como mesenquimais, entretanto, apresentam porcentagens

diferentes de marcacao.
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Figura 37: Porcentagens de células marcadas com marcadores de células progenitoras
mesenquimais (CD29, CD44, CD90 e CD105) de parede de corddo umbilical (MSC) e
de sangue de corddao umbilical (UCB). Resultados obtidos de células de cinco diferentes
amostras de sangue de corddo comparadas com as respectivas amostras de células da
parede do corddo umbilical, na mesma passagem. * p<0,01, ** p<0,05.

A tabela 4 resume as porcentagens de marcacdo dos marcadores

mesenquimais em cada uma das populagdes.
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Tabela 4: Porcentagem de marcacdo dos antigenos de células mesenquimais nas
culturas de células da parede do corddo e do sangue de corddo umbilical.

Antigenos Células da~Parede do Células do~Sangue
Corddao (%) de Corddo (%)
CD29 (ITGB1) 76 55
CD44 (Pgpl, H-CAM) 77 62,4
CD73 NR* 67
CDY0 (Thy-1) 76 54
CD105 (Endoglina) 82 70,5
CD166 (ALCAM) 10 40

*NR= Niao Realizado.

Como observado na figura 37 e na tabela 4, apesar de ambos os tipos
celulares exibirem a expressdo dos mesmos marcadores, existe uma
diferenca marcante na porcentagem de marcacdo para os diferentes
antigenos de superficie entre os dois tipos celulares, comprovando mais
uma vez, a diferenga entre estas células.

Propusemos entdo, que as células mesenquimais apesar de
expressarem os mesmos marcadores, podem ser diferenciadas pela
porcentagem de células que expressam estes marcadores na populacgdo.
Para comprovar esta hipdtese, comparamos as células mesenquimais de
sangue e de parede de corddes umbilicais com uma linhagem de fibroblasto
de pele (HNF), células de endotélio vascular (HUVEC) e células
progenitoras mesenquimais de polpa dentaria (CPD). Como mostrado na
figura 38, todos estes tipos celulares exibem marcacdo para os mesmos
marcadores, no entanto, as porcentagens de cada marcador variam dentro

de cada tipo celular.
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Figura 38: Porcentagens de marcac@o das células mesenquimais da parede de cordio
umbilical (MSC), sangue de corddo umbilical (UCB), células de endotélio vascular de
corddo umbilical (HUVEC), Fibroblasto de Pele e Células progenitoras mesenquimais
de polpa dentaria (CPD). *: p<0,0001 vs CTM. a: p<0,05 vs CTM. b: p<0,0001 vs SCU
e c: p<0,05 vs SCU. Amostras de trés corddes diferentes.

Como pode ser observado na figura 38, apesar destas células
(progenitoras mesenquimais da parede de corddo umbilical, progenitoras
mesenquimais do sangue de corddo umbilical, endotélio vascular de corddo
umbilical, fibroblasto de pele e progenitoras mesenquimais de polpa
dentaria) serem originadas de tecidos diferentes, todas apresentam
expressdo dos mesmos marcadores, O que as caracteriza CcOmo
mesenquimais, entretanto as proporgdes sao diferentes.

Além da marcacdo das populacdes celulares, com o intuito de
caracterizar diferencialmente cada uma dessas populagdes, analisamos a
expressao de alguns desses marcadores na superficie celular, como mostra

a figura 39.
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Figura 39: Expressdo relativa dos marcadores de células progenitoras mesenquimais
em diferentes populacdes celulares. Vermelho, expressdo nas células de parede de
corddao umbilical, Verde, expressdao em células de sangue de cordao umbilical, Azul,
expressdo em células de fibroblastos.

Mais uma vez pudemos verificar que as células apresentam
expressdo diferencial desses marcadores ndo somente entre as proporgoes
das populacdes celulares marcadas, mas também na expressdao destes
marcadores entre os dois diferentes tipos celulares. Interessantemente,
enquanto que uma maior propor¢do de células da parede marcam para os
marcadores mesenquimais, a expressao destes mesmos marcadores € maior

nas células do sangue.
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Além disso, sdo conhecidos alguns genes que sdo expressos em
células-tronco embriondrias e que sdo marcadores de células com alto
potencial tanto de diferenciacdo quanto de proliferacdo. Entre estes,
incluem-se a familia dos fatores de transcricdo POU (OCT 3 e 4), os genes
que codificam antigenos de estidgios embriondrios (SSEAs) e, o mais
recentemente descrito, NANOG. Primers para estes genes foram
desenhados e o RNA das culturas de células mesenquimais tanto de sangue
de cordao umbilical, quanto da parede da veia de cordio umbilical foi
extraido para analisar a diferenca de potencialidade destas células, também

ao nivel de expressdo génica. Os resultados dessa andlise encontram-se na

figura 40.
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Figura 40: Expressdo dos marcadores de pluripoténcia em células progenitoras
mesenquimais da parede de corddo umbilical (MSC), sangue de corddo umbilical
(UCB) e células-tronco embriondrias humanas (HUES). *p<0,01 MSC vs UCB.
Resultados obtidos do RNA de trés diferentes amostras de sangue de corddo
comparadas com as respectivas amostras de RNA da parede do corddo umbilical, na
mesma passagem.
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Como pode ser observado na figura 40, estas células também diferem
quanto a expressao dos marcadores de pluripoténcia, sendo que as células
da parede do corddo umbilical expressam esses genes aproximadamente

duas vezes menos que as células do sangue de cordao umbilical.
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5. Discussao

O transplante de ilhotas pancreaticas humanas é uma alternativa
promissora para o tratamento do DM, porém ainda requer estudos
adicionais para permitir sua viabilizagdo prética. Os protocolos utilizados
atualmente para isolamento de ilhotas pancredticas humanas de doadores
cadavéricos, ainda apresentam uma baixa eficiéncia, somando-se, ainda, a
escassa doacdo de 6rgdos para transplante. Isto limita o nimero de ilhotas
disponiveis para transplante terapéutico visando a reversio do DM nos
pacientes. Portanto, o desenvolvimento de métodos alternativos que
permitam aumentar o pool de células produtoras de insulina disponiveis
para transplante, seria de grande valor. O potencial de aplicacdo de células-
tronco para a producdo de células B aumentou o otimismo no campo da
pesquisa para o tratamento do DM. Por outro lado, ainda existem algumas
questdes que merecem consideracdes. Embora tenha havido um enorme
progresso no conhecimento na biologia do desenvolvimento das células [3
(Kim et al., 2002; Ackermann et al., 2007), ainda falta conhecimento a
respeito dos processos que estdo envolvidos na diferenciacdo de células-
tronco em células . No presente trabalho n6s demonstramos que células-
tronco embriondrias de camundongo podem originar células produtoras de
insulina in vitro e identificamos novos genes associados a esse processo.
Mostramos também que células progenitoras mesenquimais da medula
Ossea de ratos foram incapazes de gerar células B in vitro e que existem
duas populagdes distintas de células progenitoras mesenquimais no cordao

umbilical humano.
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5.1. Embriogénese e Organogénese do pancreas endocrino

A organizagdo caracteristica do pancreas € formada apds o tubo
intestinal ser criado a partir da endoderme. Os brotos pancreéticos dorsais e
ventrais sdo gerados no epitélio da endoderme. Subsequentemente, o broto
ventral gira em direc@o ao broto dorsal e se funde ao mesmo tempo em que
o epitélio forma invaginacdes. As células precursoras pancredticas se
diferenciam entido nas estruturas endocrinas e exdcrinas (Edlund, 2002), e,
em seguida, os varios tipos celulares sao formados.

O subseqiiente desenvolvimento do pancreas enddcrino estd sob o
fino controle de vdrios fatores de transcricdo especificos, entre os quais
estdio: PDX-1, Neurogenina 3, PAX-4 e PAX-6, ISL-1, BETA2-
NEURODI1, MAF, NKX2.2, NKX6.1. Estes fatores de transcri¢do regulam
a migracdo e proliferacdo durante o desenvolvimento. O entendimento da
seqiiéncia, dos sinais e do padrao de expressao destes fatores de transcri¢ao
¢ essencial para a delineacdo ex vivo de células beta funcionais.

Um dos genes mais intensamente estudados é o PDX-1. Durante a
organogénese, PDX-1 € amplamente expresso nas células que
eventualmente se diferenciardo em células enddcrinas e exdcrinas, uma vez
que no pancreas adulto, a expressao de PDX-1 € restrita as células beta e
alfa (Hui et al., 2002). PDX-1 esta envolvido na expressdo de varios genes,
cuja expressdao € especifica de ilhotas, os quais sdo essenciais para o
metabolismo de glicose, como aqueles que codificam a insulina e a
somatostatina (Jonsson et al., 1994; Barrow et al., 2006). Camundongos
“knock-out” para PDX-1, apresentam completa auséncia do pancreas
(Johnson et al., 2003).

Neurogenina 3 também € crucial para o desenvolvimento do
pancreas, estando presente tanto no pancreas embriondrio quanto no neo-

nato, onde contribui para a renovagao das células insulares, sob condi¢oes
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fisiolégicas. A expressdo de Neurogenina 3 induz a expressdo de ligantes
extracelulares de NOTCH em células precursoras. Subsequentemente leva
também a ativacdo dos receptores de NOTCH, que € crucial no
desenvolvimento do pancreas (Habener et al., 2005).

O gene que codifica BETA2-NEURODI1, uma proteina do tipo
“basic helix-loop-helix” (bHLH), estd associado com a ativacdo do gene da
insulina (INS) (Naya et al., 1997). Durante a embriogénese, BETA2-
NEURODI € expresso em uma subpopulacdo do epitélio pancreatico de
camundongos, até o dia embrionério E9.5, uma vez que posteriormente, sua
expressao € restrita somente as ilhotas (Mutoh et al., 1997; Naya et al.,
1997). Camundongos deficientes em BETA2-NEUROD1 morrem entre 3-5
dias apds o nascimento, com uma severa hiperglicemia e anormalidades nas
ilhotas (Naya et al., 1997).

PAX4 e PAX6 sdo proteinas especificamente expressas no pancreas
enddcrino em desenvolvimento, regulando a diferenciacdo e proliferacao
das ilhotas. Durante a embriogénese, PAX6 esta presente a partir do dia E9
em uma pequena subpopulacdo da endoderme pancredtica. A expressao de
PAX4 é observada a partir do dia E10 no broto pancredtico. Ao final do
desenvolvimento, os niveis de PAX4 diminuem enquanto os niveis de
PAX6 permanecem elevados. Camundongos ‘“knock-out” revelaram que
animais PAX4/ nao geram células f nem células d, enquanto animais
PAX67/ sdo incapazes de formar células a (Dohrmann et al., 2000).

O gene ISL-1 é expresso em células end6crinas e em uma
subpopulagdo de neurdnios adultos de ratos (Thor et al., 1991). Durante o
desenvolvimento, ISL-1 estd presente a partir do dia E9 no epitélio
pancredtico dorsal de camundongos. No dia E11, ISL-1 é detectado no
epitélio pancredtico ventral, que é necessario para a diferenciacdo de
ilhotas. Em embrides mutantes para ISL-1, o desenvolvimento de ilhotas é

completamente ausente (Ahlgren et al., 1997).
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As proteinas MAF sdao também essenciais para o desenvolvimento do
pancreas endogeno. Em adultos e durante a embriogénese, MAFA é um
ativador-chave da expressdo de insulina (Olbrot et al., 2002; Matsuoka et
al., 2004; Artner et al., 2006). Embora MAFB especificamente regule a
expressdo de glucagon em adultos, recentemente MAFB foi observado ao
dia E12.5, quando co-expressa com insulina (Artner et al., 2006). Esta co-
expressio MAFB/insulina persiste através do desenvolvimento
subseqiiente. No pancreas neo-nato, MAFB tem sua expressdao diminuida
em células B, mas ndo em células a. Nos estdgios tardios de
desenvolvimento embriondrios (E18.5), estdo presentes somente algumas
poucas cé€lulas positivas para PDX-1 e MAFB, sendo interpretadas como
precursoras de células produtoras de insulina (Artner et al., 2006). Em
estudo recente, foi mostrado que, em embrides, MAFB € expresso antes de
MAFA, sugerindo que a diferenciacdo de células B procede via células
intermedidrias MAFB'MAFA'INS®, em células MAFB MAFA'INS®
(Nishimura et al., 2006). Estes resultados indicam que MAFB tem um
papel duplo na diferenciagdo embriondria tanto de células B quanto de
células a.

A familia do homeodominio NKX também estd envolvida no
desenvolvimento das ilhotas. A expressao de NKX2.2 € detectada durante a
embriogénese precoce em todas os tipos de células enddcrinas (Cissell et
al., 2003), uma vez que, em ilhotas adultas, é restrita a células B, a e PP.
Camundongos “knock-out” para NKX2.2, desenvolveram hiperglicemia
severa, porque os precursores das células  sobrevivem, mas sao incapazes
de maturacdo total. Outro membro da mesma familia € o fator de
transcricdo NKX6.1. No pancreas de camundongos em desenvolvimento, a
expressao de NKX6.1 é observada a partir do dia E10.5. A partir do dia
E15.5 a expressdao de NKX6.1 torna-se restrita as células produtoras de

insulina e as células ductais. Em estdgios tardios, no pancreas adulto,
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NKX6.1 torna-se exclusivo das células produtoras de insulina. O
rompimento/nocautemento do gene que codifica NKX6.1 leva ao bloqueio
da neogénese das células B (Sander et al., 2000).

O conhecimento adequado do padrdo de expressao dos fatores de
transcricdo € essencial ndo s6 para as pesquisas com células-tronco mas,
também, para o entendimento da fisiopatologia do DM. Isto pode ser
ilustrado pela descoberta de seis genes humanos (MODY — maturity onset
diabetes of the young), que sio responsdveis pelo desenvolvimento de um
tipo de DM2 (Gupta et al., 2004). Entre estes genes MODY, existem genes
que codificam fatores de transcri¢do carregando mutagdes. Estes genes sio:
MODY-4, na realidade uma forma de PDX-1 mutada e MODY-6, uma
forma de BETA2-NEUROD1 mutado.

5.2. Células-tronco Embriondrias

A habilidade de células-tronco se desenvolverem em uma grande
variedade de tipos celulares, tem chamado a aten¢cdo como um nova fonte
potencial para o desenho de novas estratégias terap€uticas. Em particular,
de doengas que resultem da destruicdo de um limitado nimero de tipos
celulares, como Parkinson, causado pela destruicio de neurdnios
dopaminérgicos dentro de uma regido particular do cérebro ou o DM, onde
as células beta secretoras de insulina sdo seletivamente destruidas nas
ilhotas de Langerhans. Os passos importantes para o desenvolvimento de
terapias baseadas em células-tronco, incluem o estabelecimento de um
protocolo que permita que as células-tronco diferenciem num tipo celular
especifico e a descoberta dos mecanismos através dos quais essas células se
desenvolvem.

Foi sugerido que as células B derivadas de células-tronco

embriondrias ndo representem o melhor campo de estudo para o
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desenvolvimento de células B, mas sim produtos aberrantes de genes
desregulados ou uma mistura de programas de diferenciacdo (Smith, 2001).
A falta de conhecimento sobre a diferencia¢do regular é provavelmente
uma das causas desta descrenga (Vassilopoulos et al., 2003). Além do mais,
faltam evidéncias de que células P diferenciadas a partir de células-tronco
sdo capazes de produzir insulina de uma maneira normal e regulada. Nao
sdo apenas problemas funcionais que podem ser observados em células-
tronco embriondrias diferenciadas, mas também, o aparecimento de células
cancerosas durante o processo de diferenciacdo que deve ser considerado
como uma ameaga. Células-tronco embriondrias se comportam muito
similarmente aos carcinomas embriondrios, que formam teratocarcinomas.
Os animais que foram tratados com células-tronco embriondrias
desenvolveram tumores, como mostrado na figura 6 (Fujikawa et al.,
2005). Desta maneira, sdo necessarios mais estudos ainda, antes de se
propor estas células como uma fonte disponivel de células para a

diferenciacdo de células produtoras de insulina para o tratamento do DM.

A elucidacdo dos processos intracelulares responsaveis pela alteragao
do fendtipo de uma célula-tronco para uma célula enddcrina pancredtica,
pode auxiliar na compreensdo dos mecanismos gerais de diferenciacao
destas células, ainda muito pouco conhecidos. Assim, os conhecimentos

adquiridos poderiam ser utilizados para expansao de células .

As células-tronco embrionarias (ESCs) de camundongos utilizadas
neste trabalho sdo células isoladas da massa interna de blastocistos
(Sukoyan et al., 2002) com capacidade de auto-renovacao e de
diferenciacdo em vdrios tipos celulares. Estas células podem ser mantidas
indefinidamente em cultura, quando em estado indiferenciado e foram
capazes de gerar teratomas quando implantadas em animais NUDE

imunodeficientes (figura 6).
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A producio de corpos embridides em gotas se mostrou mais eficiente
que a geracdo em suspensdo, em placas ndo tratadas, uma vez que cada
gota dava origem a um corpo embridide, e estes eram muito mais
homogéneos, possuiam uma menor quantidade de células mortas e aderiam
melhor a placa no estdgio seguinte (figura7). Mesmo que existam outros
tipos celulares durante a diferenciagdo (cardiomidcitos, neurdnios, etc), isto
pode ser um indicio do direcionamento linhagem-especifico do processo de
diferenciacdo. O pancreas ¢ uma glandula mista que durante a sua
organogénese recebe estimulos de varios tecidos, entre eles a mesoderme
cardiaca e a neuroectoderme.

N6s demonstramos que apds a diferenciagdo os clusters marcavam
para ditizona (figura 12) e continham insulina (figura 13). A ditizona € um
quelante de zinco, por isso reconhecidamente marca ilhotas de varias
espécies animais como humanos, porcos, camundongo, etc, devido a altas
concentragdes deste metal. O zinco € necessdrio para células B pancredticas
para a producdo dos cristais de insulina. No entanto € pequena a fracao
celular positiva para ditizona entre as células-tronco embriondrias que
diferenciam espontaneamente e até mesmo em protocolos de inducdo.
Dessa maneira, a marcagcdo com ditizona pode ser uma excelente estratégia
para isolar uma populagdo exclusiva de células diferenciadas.

Em recente publicacio na Science, Rajagopal e colaboradores
(Rajagopal et al., 2003) questionam se a diferenciacdo destas células ES de
camundongos em células secretoras de insulina nio seria apenas um
artefato da cultura. Este estudo mostra que a insulina encontrada no interior
das células pode ter sido captada durante o processo de selecao, que utiliza
um meio rico em insulina (ITSFn). A insulina estaria sendo captada pela
célula e armazenada ou secretada por esta célula mais tarde. O estudo nao
descarta a possibilidade da ocorréncia de diferenciagdo, mas apenas sugere

que este processo ocorra numa razdo muito menor que aquela proposta
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inicialmente. A principal evidéncia para esta suspeita € que os autores nao
conseguiram detectar o mRNA de insulina nas células diferenciadas. No
entanto, no presente trabalho, fomos capazes de detectar ambos os mRNAs
de insulina de camundongo (INS-I e INS-II) por Real-Time PCR, utilizando
os mesmos protocolos de diferenciacdo (figura 17). Verificamos ainda que
depois de diferenciadas seja pelo protocolo de inducao ou por diferenciacao
espontanea, estas células expressam genes especificos de células beta
pancredticas maduras, como PDX-1, ISL-1, GLUT-2 e INS-1 e INS-2.
Apesar das células diferenciadas pelo protocolo de indu¢ao possuirem uma
menor expressdo de PDX-1, ISL-1 e INS-1, do que outros estdgios da
diferenciacio ou até mesmo daquelas células diferenciadas
espontaneamente, estas foram as que apresentaram uma maior expressao de
GLUT-2 e INS-2. O gene para insulina 2 de murinos (INS-2) é aquele que
mais se aproxima ao da insulina humana, respondendo ao estimulo de
glicose. A proteina GLUT-2 € um transportador de glicose, presente em
células beta, responsdvel pela sensibilidade da célula as variacdes da
glicemia e consequentemente, secre¢cdo de insulina, portanto, para a
identificacdo de novos genes, decidimos continuar utilizando apenas estas
células.

Os resultados obtidos no teste de secre¢do de insulina (figura 15)
mostram que utilizando este processo de diferenciacdo, as células nao
responderam ao estimulo com glicose, uma vez que quando incubadas na
solucio de maior concentracio de glicose elas secretavam menor
quantidade de insulina do que quando incubadas na solucao de menor
concentracdo. Além do mais, as alteragdes no protocolo ndo atingiram o
objetivo de aumentar o contetdo interno de insulina, como ja demonstrado
pelos resultados de secrecao de insulina. Esta observacdo também pode
explicar o fato dos animais diabéticos ndo reverterem para um estado

normoglicémico apds o implante de células diferenciadas (figura 16), uma

134



vez que essas células ndo eram responsivas ao estimulo com glicose. Tudo
1sso possivelmente remete a uma diferenciacao nao terminal. Claramente,
pudemos observar que hd uma descontinuidade entre a produgdo e
armazenamento da insulina e sua subseqiiente secre¢do. Apesar de
produzir, o conteddo interno de insulina produzida nas células
diferenciadas era aproximadamente 2% do conteddo interno de insulina de
uma célula beta adulta. Parece razodvel supor que ainda sdo necessarios
protocolos de diferenciagdo que visem uma melhor maturacdo das células
diferenciadas.

A geracgdo de células secretoras de insulina a partir de células-tronco
embriondrias € alavancada pelo fato das células  pancredticas aparecerem
tardiamente durante o desenvolvimento embriondrio. Este evento envolve a
ativacdo e desativacdo seqiiencial de um considerdavel nimero de genes,
controlando, primeiramente, a geracdo da linhagem de células
endodérmicas e, subseqiientemente, a geracdo de células pancredticas, a
linhagem enddcrina, e, finalmente, células secretoras de insulina. O
conhecimento da via de desenvolvimento e seus passos, levando da
endoderme indiferenciada para células [ maduras, é o instrumento
essencial para o desenho de protocolos de diferenciagdo de células B in
vitro.

Além disso, o modelo de diferenciagdo de células-tronco em células
produtoras e secretoras de insulina se presta para a busca dos genes
associados com este processo, os quais poderdo ser utilizados, no futuro,
como ferramentas potentes em geneterapia do DM. Foram identificados
mais de 600 genes induzidos pelo processo de diferencia¢do. Destes, foram
selecionados aqueles com funcdo em diferenciacdo celular e sem
participacdo conhecida em diferenciacdo de células beta tanto murinas

quanto humanas. Dos 16 genes inicialmente selecionados através dos
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resultados obtidos com os bioarrays, 13 tiveram o aumento de expressao
confirmado por Real-Time PCR (tabela 2).

Resta avaliar qual o papel exato de cada um desses genes nesse
processo. Como a diferenciacdo ndo ocorre para apenas uma linhagem, mas
sim ao final de todo processo, serem gerados vdrios tipos celulares juntos
(figura 11), com diferentes graus de diferenciacdo, existe a divida se os
genes selecionados fazem parte do programa de diferenciacdo de células
beta ou de algum outro tipo celular encontrado ao acaso na mesma placa,
ou mesmo, em qual estagio da diferenciagdo este gene € expresso, visto que
o aparecimento de genes durante a diferenciacdo pancredtica ocorre em
cascata e com regulacdo temporal.

Outro fato ainda relevante € se o programa de diferenciagao in vitro é
fiel ao programa de desenvolvimento in vivo. Neste sentido, a utilizacdo da
célula MIN-6 para comparacdo, pode ndo ser a mais adequada também,
uma vez que se trata de uma célula transformada e terminalmente
diferenciada. Varios genes com papel importante no processo de
diferenciacdo sdo expressos durante alguma etapa do desenvolvimento,
tendo sua expressdao diminuida ou até mesmo ausente em células adultas
e/ou transformadas. Ainda assim, 11 dos genes selecionados tiveram sua

expressao confirmada em células MIN-6.

5.3. Células-tronco Adultas

A identificacdo e total caracterizacdo de possiveis células-tronco a
partir de tecidos adultos, juntamente com o desenvolvimento de protocolos
de expansdo e diferenciagdo in vitro, sdo cruciais para explorar estas
células em protocolos de terapia celular.

Células-tronco adultas sdo normalmente comprometidas com as

células maduras do tecido no qual elas estdo localizadas. Em condi¢des
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especificas, as células-tronco adultas apresentam certa plasticidade, de
acordo com os sinais do ambiente extracelular, propriedade conhecida
como transdiferenciacdo (Wagers et al., 2004). As células-tronco adultas
podem ser mantidas em cultura por longos periodos de tempo, embora esta
capacidade seja mais restrita quando comparadas com células-tronco
embriondrias. Em ambos os casos, foram descritas anormalidades
cromossOmicas e alteragdes no padrao de expressdo génica, apos multiplas
divisdes in vitro (Draper et al., 2004; Rubio et al., 2005). Isto pode estar
relacionado com o desenvolvimento de tumores in vivo, restringindo sua
utilizacdo em protocolos de terapia celular. A caracterizacdo cariotipica
normalmente € necessdria para se assegurar a estabilidade cromossomal
nestes tipos de células.

A diferenciacdo de células de uma linhagem terminalmente
diferenciada em outra linhagem ndo relacionada pode ocorrer em teoria,
devido ao processo de transdiferenciacdo, ou pela desdiferenciacao para um
estado mais primitivo, multipotente e entdo subseqiiente diferenciagdo. A
desdiferenciacdo € caracterizada como um processo de miltiplos passos,
que envolve a perda de tragcos celulares especificos e a reentrada no ciclo
celular. Neste sentido, células pancredticas nao-enddcrinas apresentam um
grande potencial como fonte de novas células  (De Lisle et al., 1990; Hall
et al., 1992; Arias et al., 1993), devido ao fato de células enddcrinas e
exdcrinas compartilharem a mesma origem desenvolvimental (Edlund,
1998; Edlund, 1999; St-Onge et al., 1999). Em cultura, células enddcrinas e
exdcrinas rapidamente desdiferenciam e passam a expressar 0 mesmo
marcador ductal, a citoqueratina 19 (CK-19/KRT-19) (em humanos),
indicando que desdiferenciam com o mesmo padrao.

E importante mencionar que as células-tronco presentes nas ilhotas,
ndo foram completamente caracterizadas. Experimentos in vitro e de

localiza¢do celular, indicam que o epitélio ductal, tecido exdcrino e a
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replicagdo das préprias células [ podem contribuir para produzir novas
células positivas para insulina (Bonner-Weir et al., 2000; Dor et al., 2004;
Baeyens et al., 2005). Além disso, foi mostrado que células de tecidos
extra-pancredticos podem também ser bioengenheiradas para expressar
insulina. Estes incluem tecido hepdtico (Zalzman et al., 2005), medula
6ssea (Oh et al., 2004; Tang et al., 2004) e mondcitos da circulacdo
(Ruhnke et al., 2005). O figado compartilha a origem endodérmica
embriondria com o pancreas, tendo sido mostrado que as células hepaticas
ovais podem ser manipuladas para induzir a co-expressao de insulina e
glucagon (Yang et al.,, 2002). Alternativamente, o repovoamento
pancredtico a partir de células-tronco de medula éssea também ja foi
descrito. Os mecanismos implicados neste processo parecem estar mais
relacionados a neoformacdo da vasculatura pancredtica do que a
transdiferenciacdo de células-tronco de medula 6ssea (Hess et al., 2003).
No entanto, ndo hd trabalho na literatura relatando sucesso na tentativa de
diferenciar células-tronco hematopoiéticas em células de tecido enddcrino

ou exdcrino pancredtico.

5.3.1. Células-tronco da Medula Ossea de Rato

O aparecimento de vdrios tipos celulares durante a diferenciacdo das
células de medula Ossea de ratos (figura 26), demonstra claramente a
multipotencialidade das populacdes de células-tronco mesenquimais de
medula Ossea de ratos obtidas em nosso laboratério. Como apds
diferenciadas essas células ndo expressaram genes-chave do processo de
diferenciacdo de células-tronco em clusters similares a ilhotas pancreaticas,
como descrito na literatura (Tang et al., 2004), aparentemente ou a etapa de
maturacdo destas células ndo foi realizada com sucesso, ou ainda
necessitam mais estudos para a geracdo de um protocolo eficiente. A

Exendina 4 é um peptideo sintético, primeiramente descoberto na saliva do
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lagarto monstro de Gila (Heloderma suspectum), que apresenta 53% de
homologia com relagdo ao hormdnio GLPI, secretado pelas células do
intestino, e que é um potente secretagogo de insulina (Doyle et al., 2001).
Tanto a nicotinamida (Otonkoski et al., 1993), quanto a exendina
(Movassat et al., 2002) sao reconhecidamente importantes indutores de
diferenciacdo de células beta. O aumento do nimero e tamanho dos
clusters gerados apds a diferenciacdo e sob o estimulo da Exendina 4
(figura 24) é um forte indicio de que estas células haviam sido efetivamente
diferenciadas para a linhagem pancredtica enddcrina e que respondiam de
maneira fisiolégica como tal, no entanto, estas células ndo expressavam

nem mesmo o gene da insulina (figura 27).

5.3.2. Células-tronco da Parede de Cordao Umbilical e do Sangue de
Cordao Umbilical

O possivel emprego de células progenitoras derivadas de sangue de
corddo umbilical para reconstituicdo de tecidos, seria uma alternativa a
manipulacdo de células humanas fetais e germinativas com essa finalidade,
presentemente alvo de intensa controvérsia devido a implicacdes éticas e
legais (Lenoir, 2000).

A comprovagdo de que o sangue de corddo umbilical também € rico
em células-tronco mesenquimais € ndo apenas em células progenitoras
hematopoiéticas ainda gera controvérsias. A principal hipétese reside no
fato da camada subendotelial da veia umbilical (pericito) funcionar como
“fonte” deste tipo de células, de forma que aquelas que estdo presentes no
sangue “migraram” de seu local original, ou seja, o subendotélio venoso,
para se alojar na corrente sanguinea do cordao.

Os dados obtidos com as culturas de sangue de corddao congelado nao
nos permitem observar qualquer diferenca entre as densidades iniciais de

células sobre a razdo de crescimento (figuras 28 e 29), a ndo ser pelo fato
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de que quando as células foram plaqueadas em baixa densidade (1.10°
células/cm?), a concentracio de 5% SFB ndo apresentou um crescimento
significativamente diferente quando comparado com o controle. Através
dos experimentos de incorporagcdo de timidina radioativa, a concentra¢ao
de SFB de 5% nao foi significativamente diferente (figura 30). Apesar da
viabilidade das células ter sido alta no momento do descongelamento
(98%), estas células ndo sobreviviam por mais do que 10 dias na placa de
cultura e ndo haviam células aderidas ao fundo da placa, ou seja, o processo
de congelamento do sangue de cordio umbilical ndo preservava
adequadamente as cé€lulas progenitoras mesenquimais. Além disso, em 10
dias de cultura, mesmo em altas concentragdes de soro, as células
descongeladas de sangue de corddo umbilical ndo foram capazes nem
mesmo de dobrar o nimero inicial de células. Ainda resta considerar que a
porcentagem de células-tronco € extremamente baixa quando comparadas
com os outros tipos celulares. Quanto ao congelamento de corddo, €
amplamente conhecido que a criopreservacao pode afetar o estado de
algumas células mantidas em cultura, o que pode estar dificultando a
manutencdo destas células em cultura, € mesmo assim, FErices e
colaboradores (Erices et al., 2000) demonstraram que as Unicas amostras
para as quais obtiveram sucesso na recuperacdo de células-tronco
progenitoras mesenquimais foram obtidas de amostras de sangue de cordao
umbilical ndo-congelado e de gestagcdo com menos de 36 semanas.

Ainda € desconhecido o fendtipo da verdadeira célula-tronco
hematopoiética. Pesquisas sobre a real potencialidade destas células ainda
ndo geraram resultados conclusivos, portanto, ainda ndo se pode afirmar
nada sobre sua plasticidade. Recentemente, alguns trabalhos mostraram
uma plasticidade alta para células-tronco hematopoiéticas que possuiam a
capacidade de diferenciar (transdiferenciar) tanto in vitro quanto in vivo em

tipos celulares de linhagens germinativas nao relacionadas (Brazelton et al.,
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2000; Mezey et al., 2000). Outros estudos mostraram que esta “aparente”
transdiferenciacdo podia ser devida a fusdo celular (Terada et al., 2002;
Ying et al., 2002), quando mais de um tipo de células eram cultivados
juntos na tentativa de inducdo de diferencia¢do, ndo excluindo também a
possibilidade de ocorrer diferenciacdo. Recentemente, um trabalho
publicado por Weimann e colaboradores (Weimann et al., 2003) mostraram
que células-tronco hematopoiéticas obtidas a partir de medula 6ssea de
doadores humanos, quando enxertadas em pacientes com doencas
hematoldgicas e que sofreram quimioterapia, contribuiam também para a
formagdo de novas células de Pukinje no cérebro destes pacientes. Este
trabalho foi feito, buscando-se por marcadores de cromossomo Y dos
doadores homens no cérebro das receptoras mulheres. Foi visto, também,
que algumas células apresentavam mais do que um numero dipldide de
cromossomos, nho entanto, estas representavam menos que 30% da
populacdo de células diferenciadas.

Devido a isso foi realizado um intenso trabalho visando a
caracterizagdo das células mesenquimais obtidas tanto do sangue quanto da
parede de corddao umbilical. Foi possivel notar diferencgas significativas
entre as células mesenquimais da parede do corddo umbilical e do sangue
do corddao umbilical, desde seu isolamento. As coldnias formadas pelas
células da parede, geralmente aparecem na placa, a partir de onde ocorre
um grande assentamento de células endoteliais, enquanto que nas
progenitoras mesenquimais do sangue, isto ndo € observado. O formato de
cada uma das células também € muito caracteristico. As células
mesenquimais provenientes da parede do corddo sdo ligeiramente maiores,
achatadas e espalham-se mais que as do sangue, que sdo menores € mais
cilindricas (figura 31). As células do sangue também cresciam mais
rapidamente que as da parede do corddo, no entanto saturavam numa

concentracdo 3 vezes menor que aquela observada nas células da parede do

141



corddo (figura 33). Ambas as células eram capazes de diferenciacdo na
linhagem 6Gssea in vitro (figura 32).

Verifica-se uma tendéncia para uma maior porcentagem de células
marcadas contra os marcadores de células mesenquimais nas amostras
obtidas das culturas de células da parede do corddo, quando comparadas
com aquelas obtidas de sangue (figura 36, tabela 4). No entanto as
amostras de sangue de corddo umbilical possuiam uma maior expressao
dessas proteinas em suas células (figura38), além de uma maior expressao
(aproximadamente o dobro) do mRNA de genes relacionados a
pluripoténcia (figura 39). Estas células eram negativas para HLA-DR (uma
proteina reconhecidamente ausente em células mesenquimais) e,
estranhamente negativas também para CD117, que € conhecido também
como c-Kit ou SCFR (receptor de Stem Cell Factor) um importante fator

de crescimento de alguns tipos de células progenitoras.

As colonias formadas pelas células mesenquimais da parede do
corddo eram formadas, a partir de um assentamento de um grande nimero
de células endoteliais, visivelmente mostrando a interacdo entre essas
células, enquanto que nas culturas de células mesenquimais do sangue, isto
ndo € observado. Entretanto, durante a primeira passagem das células
mesenquimais de sangue de corddo umbilical, foi observado que
aproximadamente 50% das células aderidas sdo positivas para PECAMI1
(CD31), que é um marcador de células endoteliais € 90% sao positivas para
LPS-R (CD14), marcador de macr6fagos e mondcitos, enquanto que nas
células mesenquimais da parede de cordao somente 8% sdo positivas para
CD31 e nao foram observadas células positivas para CD14. Um fato
interessante € que esta marcagdo tanto para CD31, quanto para CDI14
desaparece a partir da segunda passagem. Por outro lado, a marcacdo de

vdrios outros marcadores ndo é detectada até o aparecimento das coldnias
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fibroblastoides, nem mesmo em células mononucleares do sangue de
corddo umbilical.

O que se sabe € que apesar de serem de origem similares, as
diferentes células mesenquimais presentes no corpo possuem caracteristicas
diferentes. Panepucci e colaboradores compararam células mesenquimais
origindrias da medula 6ssea de doadores humanos com as células
mesenquimais provenientes da camada subendotelial da parede da veia de
cordoes umbilicais (Panepucci et al., 2004). Apesar de serem
fenotipicamente muito similares, estas células apresentaram profundas
diferencas quando comparadas em relagdo a sua expressdo génica:
enquanto as células derivadas da medula éssea expressavam uma maior
quantidade de genes relacionados com osteogénese e atividade
antimicrobial, aquelas derivadas da parede da veia de corddes umbilicais
apresentaram uma maior expressao de genes relacionados com o
remodelamento de matriz extracelular via metaloproteinases e angiogénese.
Esta evidéncia corrobora nossa hipdtese de que estas células, sangue de
cordao umbilical e parede de cordao umbilical, supostamente de mesma
origem, apresentam profundas diferencas fenotipicas e fisioldgicas in vitro,
podendo, até mesmo, apresentar graus diferentes de plasticidade também,
sendo mais indicadas somente para alguns tipos de terapias. E provavel que
nao possuam a mesma origem.

Nossas observacdes levam-nos a propor que o fenétipo mesenquimal
consiste de um conjunto de caracteristicas comuns a este grupo de células
(crescimento fibroblastéide, expressao de moléculas de superficie, etc), que
sao provavelmente devidas ao método de cultivo destas, que envolve o
cultivo sobre superficie pldstica e na presenca de soro, o que deve induzir o
aparecimento do fenétipo. Estas células provavelmente estdao presentes em
todos os tecidos do corpo, sendo responsdveis pelo reparo quando o tecido

sofre algum tipo de dano ou injiria. Esta particularidade explica o fato
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destas células serem muito similares, mas, ainda assim, serem diferentes
umas das outras, devido a caracteristicas mantidas desde seus tecidos de
origem. Eventualmente, em alguns tecidos, como a medula 6ssea, por
possuirem uma fonte muito grande deste tipo de célula, estas células, sob
certos estimulos, podem migrar, caindo na corrente sanguinea e aparecendo
em outros tecidos.

Por outro lado, células CDI14 positivas jad foram descritas como
sendo progenitoras de outros tipos celulares, como musculo, endotélio
vascular, hepatdcitos e ilhotas. Isso nos leva a crer que o CD14 possa ser
um marcador da ‘“verdadeira” células-tronco, pelo menos no caso das
mesenquimais. Acredita-se que esta célula multipotente seja encontrada na
corrente sanguinea de cordao umbilical e uma vez aderida ao pléstico e sob
o efeito do soro fetal bovino altere suas caracteristicas, perca a expressao
de CD14 e inicie a expressacdo de outros marcadores de superficie.

Num trabalho recente publicado (Ruhnke et al., 2005), foi observada
a geracdo de células secretoras de insulina e células similares a hepatdcitos
a partir de mondcitos de sangue periférico adulto. A reprogramacio de
mondcitos do sangue na presenca de citocinas (IL-3 e M-CSF) e a
exposicdo subseqiiente a fatores de crescimento (EGF e HGF) e
nicotinamida, permitiram obter células que expressavam insulina (Ruhnke
et al., 2005). Estas células apresentaram-se funcionais tanto in vitro quanto
in vivo e abriram uma enorme janela de possibilidades para a utilizacdo
deste tipo de células para terapia celular. Estas células foram chamadas de
PCMOs (“Programmable Cells of Monocytic Origin”).

De modo geral, todos estes procedimentos parecem ser muito
promissores, mas o mecanismo envolvido no processo de (trans)
diferenciacdo, ainda é a questdo-chave para melhorar os protocolos

existentes.
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6. Conclusoes

+ O modelo de células-tronco embriondrias murinas foi devidamente
certificado através da geracdo de tumores (teratomas) quando
injetadas em camundongos imunodeficientes.

+ Foi possivel gerar células que produziam e armazenavam insulina a
partir de células-tronco embrionarias de camundongo.

+ As células diferenciadas, produtoras de insulina, ndo respondiam ao
estimulo de glicose e num ensaio de 7 dias, ndo foram capazes de
reverter a hiperglicemia, quando implantadas em camundongos
diabéticos, sugerindo que sua diferenciacdo/maturagdo ainda nao
estavam completa funcionalmente.

£ As células diferenciadas expressavam genes caracteristicos de
células beta diferenciadas e em diferenciacao.

£ A partir das células-tronco diferenciadas, foi possivel selecionar mais
de 600 genes com expressao diferencial superior a 5 vezes, quando
comparadas com as células indiferenciadas.

+ Utilizando-se o programa FatiGO para classificar a lista dos genes
de acordo com o processo bioldgico em que estdo envolvidos, cerca
de 5% dos genes selecionados possuiam funcdo conhecida em
processos de diferenciagdo celular.

#+ Foram selecionados 16 genes que até entdo ndo haviam sido
relacionados com diferenciagcdo de células beta, seja em humanos ou
em murinos, visando novos alvos para terapia génica.

+ Dos 16 genes selecionados para andlise, 13 tiveram seu aumento de
expressao confirmado e 11 eram expressos também em células MIN-
6, a maioria num nivel de expressdo muito mais baixo do que aquele

encontrado nas células em diferenciacio ou diferenciadas,
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provavelmente pelo fato de MIN-6 ser uma célula transformada e
terminalmente diferenciada.

As células progenitoras mesenquimais de medula dssea de ratos
proliferaram rapidamente em cultura e geraram clusters similares a
ilhotas pancredticas quando cultivadas em confluéncia e sob alta
glicose e também, outros tipos celulares similares a neurdnios.

Os clusters gerados a partir das células de medula 6ssea de rato
respondiam a Exendina 4 e Nicotinamida, no entanto nao
expressavam genes relacionados a diferenciac@o de células f.

As células obtidas a partir de amostras de sangue de cordao umbilical
humano congelado mostraram-se incapazes de serem mantidas em
cultura e de gerar coldnias de células mesenquimais.

O corddao umbilical humano possui dois tipos distintos de células-
tronco progenitoras mesenquimais: um estd presente na parede da
veia do corddo umbilical, enquanto o outro esta circulante na
corrente, sendo que ambos aderem, crescem em formato de coldnias
mesenquimais e sao capazes de diferenciaciao na linhagem 6ssea.

As células da parede do cordao umbilical humano sio maiores,
achatadas e espalhadas, e crescem mais lentamente, sendo capazes de
gerar agregados e atingir saturam em maior densidade na placa.

As células do sangue do corddo umbilical humano sdo menores e
alongadas, crescem mais rapidamente, ndo formam agregados e
atingem menor densidade celular.

Uma porcentagem maior das células da parede do corddao marca para
os marcadores mesenquimais, no entanto, estes S0 mais expressos

nas células do sangue do cordao umbilical.

As células do sangue de corddo umbilical possuem uma maior expressio de
genes relacionados com pluripoténcia do que as células da parede do corddo

umbilical.
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8. Apéndices

8.1. Primers Utilizados

8.1.1. Primers de Camundongo

Gene
mAldhla2F
mAldhla2R
mAscl1F
mAscl1R
mCxcl12F
mCxcl12R
mCxcr4F
mCxcr4R
mDecorinF
mDecorinR
mDNERF
mDNERR
mENIF
mENIR
mGLUT2rtF
mGLUT2rtR
mINS1rtF
mINS1rtR
mINS2rtF
mINS2rtR
mISLrtF
mISLrtR
mKitlF
mKitIR
mNrplF
mNrplR
mNtrk3F
mNtrk3R
mPbx1F
mPbx1R
mPDX1rtF
mPDX1rtR

Sequéncia

- AGGATGGATGCGTCTGAAAGA

- TTAGGGATTCCATAGTTGCAAGAGT
- ACCGGGTCAAGTTGGTCAAC

- CGTCTCCACCTTGCTCATCTT

- CATCAGTGACGGTAAACCAGTCA

- TGTTGAGGATTTTCAGATGCTTGA
- ACGGCTGTAGAGCGAGTGTTG

- AGTCTCCAGAACCCACTTCTTCA

- CCTACCGATGCCAGTGTCATCT

- AGGTTGTGTCGGGTGGAAAA

- CAACCGTGACACTGCCAACT

- CAACATCAGGGACCACCTCTACT

- TGGGTCTACTGCACACGCTATT

- GGAACTCCGCCTTGAGTCTCT

- AGATCGCTCCAACCACACTCA

- GGCCAGCAATCTGACTAATAAGAAT
- TAAAGCTGGTGGGCATCCA

- GCACCAACAGGGCCATGT

- AGGACCCACAAGTGGCACAA

- GATCTACAATGCCACGCTTCTG

- AACCCAACGACAAAACTAATATCCA
- TAGCCTGTAAACCACCATCATGTCT
- AAGGAGATCTGCGGGAATCC

- GGCGACATAGTTGAGGGTTATCA

- TCCAATCAGAGTTCCCGACAT

- GAGCTGTGCATGGCTGTCAT

- CAGTACTTCCGTCAGGGTCACA

- CCAATTCTCTCTTCAACACGATGT
- TCAGTGGAGCATTCCGACTACA

- TCATTGCATGCCTGCTCATACT

- TCCAAAACCGTCGCATGAA

- CAATCTTGCTCCGGCTCTTC
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mTenascinF - ACAGTCAGGGCGTTAACTGGTT

mTenascinR - GCTTACGCCTGCCTTCCA
mZiclF - CGAGCGACAAGCCCTACCT
mZiclR - AGGACTCATGGACCTTCATGTGT

8.1.2. Primers de Rato

Gene Sequéncia
INSF - CCCTAAGTGACCAGCTACAATCATAG
INSR - TTTGACAAAAGCCTGGGCAGGCTT

8.1.3. Primers de Humano

Gene Sequéncia

NANOG F - CATCCTGAACCTCAGCTACAAACA
NANGO R - TTGCTATTCTTCGGCCAGTTGT
OCT4 F - AAGCTCCTGAAGCAGAAGAGGA
OCT4 R - ATGCTCGTTTGGCTGAATACCT
SSEA1F - AAGAGCATGCAGTTTGGAGTCA

SSEA1 R - GGCATTCATGCATTGTAAAGGA
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