FUNDAGAO OSWALDO CRUZ

CENTRO DE PESQUISAS GONCALO MONIZ

AVALIAGAO DOS EFEITOS DE TERAPIAS COM CELULAS DE MEDULA OSSEA EM

MODELO EXPERIMENTAL DE DIABETES MELLITUS TIPO 2

SIANE CAMPOS DE SOUZA

Salvador
2010

SIANE CAMPOS DE SOUZA



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



AVALIAGAO DOS EFEITOS DE TERAPIAS COM CELULAS DE MEDULA OSSEA EM

MODELO EXPERIMENTAL DE DIABETES MELLITUS TIPO 2

Siane Campos de Souza

Tese de doutorado submetida a Pds-Graduagcdo em
biotecnologia em saude e medicina investigativa,
Centro de Pesquisa Gongalo Muniz, Fundacao
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), visando a obtengao do grau
de Doutor em Biotecnologia.

Orientadora: Dra. Milena Botelho Pereira Soares

Orientador: Dr. Luis Antonio Rodrigues de Freitas

Salvador
2010



FICHA CATALOGRAFICA

Souza, Siane Campos

“Avaliacédo dos efeitos de terapias com células de medula éssea em modelo experimental de
diabetes mellitus tipo 2"/ Siane Campos de Souza. Salvador, CPqGM - FIOCRUZ, 2010.

xvii, 115p.:il.

Orientadora: Milena Botelho Pereira.Soares.
Co-orientador: Dr. Luis Antdnio Rodrigues de Freitas.

Tese (Doutorado) — Centro de Pesquisa Gongalo Muniz — CPqGM, Fundag&o Oswaldo Cruz.

1. Diabetes tipo2 2. NASH 3. Terapia celular |. Soares, Milena Botelho Pereira /
Freitas, Luis Anténio Rodrigues de. Il. Fundagédo Oswaldo Cruz - Centro de Pesquisa Gongalo
Muniz. Ill. Avaliagdo dos efeitos de terapias com células de medula éssea em modelo experimental
de diabetes mellitus tipo 2







Ao meu marido, Rodolfo,
por transmitir determinagéo
e docura em nossa caminhada.

A minha filha, Beatriz,
que demonstra a todo tempo
um encontro do Certo ¢ do Bem.

Aos meus pais,

Edson e Yolanda,

por me ensinarem,

desde pequena, a importancia
de ser ética.

Aos meu irmaos,

Savio e Suian,

pela eterna participacdo
na minha vida.



AGRADECIMENTOS

A minha familia, por me apoiar sempre e nunca me deixar desistir.

A Dra Milena Soares e Dr Ricardo Ribeiro dos Santos pela oportunidade e orientagéo
durante todo o tempo da elaboragéo desse trabalho.

A Dr. Luis Anténio Rodrigues de Freitas pela orientagdo durante todo o
desenvolvimento da tese e Dr. Washinton Luis pela grande ajuda nas analises patoldgicas
renais.

Ao CPgGM / FIOCRUZ pela excelente infra-estrutura disponibilizada para o
desenvolvimento do trabalho.

A FAPESB pela concesséo da bolsa de doutorado.

As alunas de iniciagdo cientifica, Alice Kiperstok e Ludmila Chaves, que foram
importantissimas durante todo o periodo de elaboracio desse trabalho, além de se tornarem
grandes amigas.

Ao amigo Ricardo Lima pela colaboracdo nos experimentos, pela troca de
experiéncia e por se tornar juntamente com sua familia, um grande amigo.

Aos colegas do LETI: todos os ICs, Vera e Roberta que administram muito bem a
louca rotina do laboratério, Alvaro, Marcos, Carine, Sheilla, Renata, Matheus, Fernando,
Claudio e Juliana pela alegria no laboratério e ajuda no desenvolvimento deste trabalho e,
em especial, Mara, Daniele e Flavia pelo apoio oferecido transformando anos de

convivéncia em uma grande amizade e sociedade.



“A férmula da minha felicidade: um sim, um ndo, uma linha reta, um objetivo.”

(Friedrich Nietzsche)



RESUMO

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é uma disfuncdo metabdlica que afeta milhdes de pessoas
em numeros crescentes em todo o mundo. E caracterizado pela resisténcia dos tecidos-
alvo a insulina e/ou defeitos na sua secregéo, acarretando uma hiperglicemia crénica, que
pode gerar danos no sistema cardiovascular, nervoso, olhos, rins e figado e representam um
onus para os sistemas de saude. Doenca de etiologia multipla, o DM2 resulta da interacao
entre predisposicdo genética e fatores ambientais, destacando-se a obesidade. O
tratamento do DM2 geralmente envolve mudangas de habito e drogas anti-hiperglicemiantes
ou hipoglicemiantes que podem acarretar efeitos colaterais. As recentes descobertas sobre
a plasticidade e o potencial terapéutico das células-tronco de medula dssea indicam uma
possivel aplicagdo destas no tratamento do DM2 e suas complicagbes. Para investigar esse
potencial, foi estabelecido um modelo de diabetes em camundongos C57BI/6 através da
administracdo de dieta hipergordurosa. Apds o periodo de indugdo, os animais
apresentavam obesidade, hiperglicemia, intolerancia a glicose, proteinuria e esteato-hepatite
nao-alcodlica. Camundongos C57BI/6 fémeas nao desenvolvem obesidade, hiperglicemia e
DM2 quando submetidas a mesma dieta que os machos. Apenas os machos foram entéao
tratados com células mononucleares de medula 6ssea e acompanhados durante seis
meses. A terapia com células mononucleares de medula 6ssea nao reduz o peso corpdreo
dos animais obesos e diabéticos. Trés e seis meses apds a terapia, ndo foi observada
reducao da glicemia de jejum dos animais.Trés meses apods a terapia, observou-se redugao
da intolerancia a glicose nos animais alimentados com dieta high-fat.Houve uma reducao da
fibrose perissinusoidal no figado apds 3 meses de terapia e esta diferenga se manteve até 6

meses apos a terapia.

Palavras-Chave: Diabetes mellitus tipo 2; célula-tronco; dieta hipergordurosa; terapia

celular.



ABSTRACT

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a metabolic disorder that affects millions of people and
grows worldwide. It is characterized by insulin resistance in peripheral tissues and/or
impaired insulin secretion, leading to chronic hyperglycemia associated with long-term
consequences that include damage and dysfunction of the cardiovascular system, eyes,
kidneys and nerves. T2DM is a multifactorial disease determined by genetic and
environmental factors, especially obesity. The usual treatment involves antihyperglycemic
and hypoglycemic drugs that can provoke undesirable side effects. Recent findings on
hematopoietic stem cell plasticity and therapeutic potential suggest their use as an
alternative treatment for T2DM and its consequences. In order to investigate this potential, a
model of diabetes was induced in C57BI/6 mice through administration of a high-fat diet.
Animals developed obesity, hyperglycemia, glucose intolerance, proteinuria and non-
alcoholic steato-hepatitis. Female C57BI/6 mice do not developed obesity, hyperglycemia
and T2DM when submitted the male’s diet. After the induction period, only the male mice
were treated with bone marrow mononuclear cells and observed during 6 months. Cell
mononuclear from bone marrow therapy do not reduced body weight from obesity and
diabetes animals. Three and six months after the therapy, we do not observed reduction from
glycemia. Three months after the therapy, observed reduction glucose intolerance in mice
high-fat fed. Reduction in fibrosis perisinusoidal liver after thee months from therapy and this

difference still until six months after therapy.

Key-words: Type 2 diabetes mellitus; stem cell; high-fat diet ; cell therapy.
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1 — REVISAO DA LITERATURA
1.1 — Aspectos gerais

O diabetes mellitus (DM) é uma sindrome de etiologia multipla, decorrente da
falta de insulina e/ou da incapacidade da insulina de exercer adequadamente seus
efeitos, caracterizado por uma hiperglicemia crénica que pode acarretar danos no
sistema cardiovascular, nervoso, olhos, rins e figado resultantes de alteragdes micro e
macrovasculares (WILD et al., 2006). Em consequéncia do aumento de aterogénese, a
longo prazo o DM leva a disfung¢ao, dano ou faléncia de varios 6rgaos (STUMVOLL et
al., 2005). Complicagdes como cegueira, insuficiéncia renal, infarto do miocardio e
amputagdo das extremidades acarretam um decréscimo na expectativa de vida
(MALECKI, 2005), transformando o DM em um importante problema sdcio-econdmico
responsavel por elevados gastos nos sistemas de saude (STUMVOLL et al., 2005).

O DM resulta da interacao entre a predisposicdo genética e comportamental e
fatores de riscos ambientais. A incidéncia do diabetes estd crescendo em todo o
mundo (TUOMILEHTO et al., 2001), atingindo propor¢des epidémicas (ZIMMET et al.,
2001). A Organizagao Mundial da Saude (OMS) estima que existam mais de 180
milhdes de diabéticos no mundo, valor que pode dobrar até 2030. Em 2005 foram
registrados cerca 1,1 milhdes de mortes por diabetes e 2,9 milhdes de casos onde a
doenga contribuiu para o ébito (WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2006).

O DM pode ser classificado de acordo com a sua etiologia, sendo os tipos 1 e 2
as formas prevalentes (GALINDO et al., 2006). O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é
caracterizado por lesdo das células beta do pancreas, acarretando uma secrecao
insuficiente de insulina, e decorre usualmente de doengas auto-imunes ou infecgbes
virais (GUYTON et al., 2002). O diabetes mellittus tipo 2 (DM2) é responsavel por
cerca de 90% da prevaléncia da doenca (MALECKI, 2005) e apresenta dois
componentes: resisténcia periférica a insulina e deficiéncia relativa na sua secregao

(MAITRA & ABBAS, 2005; ZIMMET et al., 2001).
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Terapias para o DM2 visam a redugao da glicemia e ao aumento da sensibilidade
a insulina. Muitas vezes isso pode ser alcancado através de mudangas no estilo de
vida, incluindo a redugao de peso e a pratica de exercicios, podendo estar associadas
a drogas hipoglicemiantes e anti-hiperglicemiantes e até a administragdo de insulina
exégena (STUMVOLL et al., 2005). Por outro lado, mudangas no estilo de vida sao

dificeis de serem obtidas, comprometendo a melhora do quadro clinico geral.

1.2 — Diabetes Mellitus Tipo 2

O DM2 é uma desordem metabdlica que resulta de interagbes complexas de
multiplos fatores e é caracterizada pela presenca de duas anormalidades: diminuicao
da secrecdo de insulina pelo pancreas e resisténcia a acdo da insulina em varias
células como as do musculo, figado e do tecido adiposo, o que resulta em aumento da
glicose (CHENG & FANTUS, 2005; MALECKI, 2005). Na maioria dos casos, o
paciente apresenta graus variados de resisténcia a insulina e deficiéncia relativa da
fungéo das células B e de secregéo da insulina (OKAMOTO et al., 2005), refletindo a
natureza multifatorial da doenca (LEITE, 2006).

O DM2 ocorre quando o pancreas para de secretar insulina suficiente para
suportar a demanda metabdlica, possivelmente devido a disfuncdo de secrecao
adquirida pelas células B e/ou diminuicdo da massa de células B (RHODES, 2005).
Apesar da causa primaria do desenvolvimento da doencga permanecer desconhecida,
sabe-se que a resisténcia a insulina participa precocemente nessa patogénese e que
defeitos na secrecdo de insulina por células B pancreaticas contribuem para a
progressao da hiperglicemia (LOWELL & SHULMAN, 2005).

A evolucdo para o diabetes ocorre ao longo de um periodo de tempo variavel,
passando por estagios intermediarios que recebem as denominagbes de glicemia de
jejum alterada e tolerancia a glicose diminuida. Os primeiros representariam
evidéncias precoces de disfungdo de célula beta; os segundos, na presenga de

glicemia de jejum normal, representariam quadro de resisténcia insulinica. Na
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presenca de ambos os estagios, haveria um quadro misto, com maior risco para
progressao para diabetes e doenga cardiovascular (DAVIES et al., 2000).

Devido a evolugdo lenta e gradual, com sintomas inicialmente leves,
frequentemente a doenca cursa durante anos sem o devido diagnéstico (GALINDO et
al., 2006). O diagndstico, na maioria dos casos, € feito a partir dos 40 anos de idade,
associado com o excesso de peso na maioria dos pacientes. Contudo, nos ultimos
anos, a incidéncia de diabetes do tipo 2 vem crescendo entre criangas e jovens, como
demonstrado nos Estados Unidos da América, em associacdo ao aumento da
obesidade e estilo de vida sedentario (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2000;

ZIMMET et al., 2001).

1.3 - Patogénese do DM tipo 2:

Para entender os mecanismos celulares e moleculares responsaveis pelo
diabetes tipo 2 é necessario que se conceitue a estrutura no controle da glicemia
(STUMVOLL et al., 2005). A regulacdo da glicose sanguinea é fundamental para a
homeostase do metabolismo de carboidrato, gordura e proteina e depende da agéo da
insulina, horménio anabdlico secretado pelas células beta das ilhotas de Langerhans,
no pancreas (CARVALHEIRA et al., 2002a). Em um organismo saudavel, a elevagao
da glicemia apds a ingesta estimula a sintese e a liberagdo da insulina na circulagédo
sistémica pelas células B. O hormdbnio se liga a receptores especificos nos tecidos-alvo
(musculo esquelético, tecido adiposo e figado), iniciando uma cascata de sinalizagao
intracelular que inibe a gliconeogénese no figado, suprime a lipdlise no tecido adiposo
e estimula a entrada da glicose nas células adiposas e musculares (CHENG &
FANTUS, 2005).

A insulina é entao, o principal horménio na regulagao dos niveis de glicose no
sangue e, geralmente, uma glicemia normal € mantida pelo equilibrio entre a acédo da
insulina e a sua secrecao (STUMVOLL et al., 2005). Defeitos na secrecao de insulina

e/ou na sua agao podem acarretar uma hiperglicemia crénica, caracteristica comum ao
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grupo de doencas metabdlicas englobadas pelo diabetes mellitus (MAITRA & ABBAS,
2005).

A resisténcia a insulina é a redugao da capacidade de resposta dos tecidos alvos
aos efeitos deste horménio, como supressdo da produgédo de glicose no figado e
utilizacao da glicose pelo musculo esquelético e tecido adiposo (FUJIMOTO, 2000).
Normalmente, em resposta a elevagédo de glicose no plasma, a insulina é secretada
pelas células B nas ilhotas de Langerhans e promovem aumento de energia, do
metabolismo e do armazenamento (BRADY, 2004). No diabetes, a partir da insulino-
resisténcia, ocorrera uma sequéncia de eventos como elevagdo do glucagon no
sangue, e aumento da captagdo e conversao de substratos em glicose no figado.
Assim, a insulina ndo reduz o nivel plasmatico de glicose, acarretando uma
hiperglicemia (FUJIMOTO, 2000), que por sua vez, contribui para a formagéo de um
ciclo vicioso (resisténcia insulinica — hiperglicemia — diminuicdo da secregcao -
resisténcia insulinica) (SHERWIN, 2005).

Alteragcdes em diversos pontos da via de sinalizagdo da insulina s&o
responsaveis pelo quadro de resisténcia. Dentre eles, destaca-se a reducdo da
concentragdo e da atividade quinase do seu receptor (insulin receptor - IR) e
conseqlente redugdo de concentragao e fosforilagdo do substrato do receptor (insulin
receptor substrate - IRS-1 e 2), da translocagéo de transportadores de glicose e da
atividade das enzimas intracelulares (ZECCHIN et al., 2004).

Os eventos que ocorrem apods a ligagdo da insulina sdo especificos e
estritamente regulados. A sinalizagdo intracelular da insulina comegca com a sua
ligacdo a um receptor especifico de membrana, uma proteina heterotetramérica com
atividade quinase, composta por duas subunidades a e duas subunidades (3, que atua
como uma enzima alostérica na qual a subunidade a inibe a atividade tirosina quinase

da subunidade B. A ligagéo da insulina a subunidade “a” permite que a subunidade “b”
adquira atividade quinase levando a alteragao conformacional e autofosforilagcao, que

aumenta ainda mais a atividade quinase do receptor (PATTI & KAHN, 1998; ZECCHIN
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et al., 2004). Dez substratos do receptor de insulina ja foram identificados. Quatro
desses pertencem a familia dos substratos do receptor de insulina, as proteinas IRS
(WHITE, 1998). Outros substratos incluem Shc, Gab-1, p60dok, Cbl, JAK2 e APS
(SAAD et al., 1996 ; CARVALHEIRA et al, 2002a). Tais substratos intracelulares da
tirosina quinase agem como sinalizadores intracelulares, localizados abaixo dos
receptores de insulina que ficam na superficie da célula. Danos causados em IRS-1 e
IRS-2 levam a resisténcia a insulina, indicando assim que essas proteinas sao
importantes na agao desse hormbnio (RHODES, 2005).

Uma vez ativado, o receptor de insulina fosforila varios substratos protéicos em
residuos de tirosina (WHITE, 1998). A fosforilacdo em tirosina das proteinas IRS cria
sitios de reconhecimento para moléculas contendo dominios com homologia a Src 2
(SH2). Dentre estas se destaca a fosfatidilinositol 3—quinase (Pl 3-quinase), uma
molécula importante na regulagdo da mitogénese, diferenciagéo celular e no transporte
de glicose estimulado pela insulina (CARVALHEIRA et al., 2002a).

O receptor de insulina, além de ser fosforilado em residuos de tirosina, também
pode ser fosforilado em residuos de serina. Tal fosforilagdo gera a sua ubiquitinagao e
degradacéo, atenuando a transmissao do sinal através da diminuicdo da capacidade
do receptor em se fosforilar em tirosina apds estimulo por insulina (RHODES, 2005).
Essas fosforilagbes inibitérias causam um feedback negativo na sinalizagao insulinica
e podem provocar resisténcia a insulina (CARVALHEIRA, et al, 2002b; RHODES,
2005). Os mecanismos que causam a fosforilagdo em serina sdo considerados
multifatoriais. O substrato do receptor da insulina da familia IRS-2 tem papel
particularmente importante no desenvolvimento do DM2. A reducgédo desse substrato
devido a fosforilagdo em residuos de serinal/treonina acarreta tanto a resisténcia a
insulina quanto a apoptose de células beta pancreaticas (RHODES, 2005).

Somente a redugdo na sensibilidade a insulina ndo caracteriza o DM2, ja que
as ilhotas pancreaticas respondem a essa resisténcia expandindo a massa de células

B e a sua capacidade de secretar insulina, gerando uma hiperinsulinemia. A
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hiperinsulinemia nao é suficiente para compensar a resisténcia a insulina e a produgao
do horménio responde tardiamente a refeicdo, ocorrendo hiperglicemia pos-prandial
(LEITE, 2006). Com o passar do tempo, as células B ndo conseguem mais enfrentar a
elevada demanda por insulina (BRADY, 2004) e, caso o aumento de produgao nao
seja mantido, a doenga pode se desenvolver (PRENTKI e NOLAN, 2006). Pacientes
diabéticos apresentam inicialmente um aumento compensatério na massa de células
beta, seguido de um decréscimo da mesma, onde a apoptose dessas células supera a
sua replicacao e neogénese. Nessa situagao, 0 organismo ja ndo consegue se adaptar
a aumentos na carga metabdlica, inclusive a resisténcia a insulina (RHODES, 2005),
gerando um quadro de hiperglicemia mais acentuada (GUYTON et al., 2002).

As alteracbes fisioldgicas decorrentes do diabetes trazem consequéncias
graves para o paciente, comprometendo a sua qualidade de vida devido a limitagdo de
varias fungdes vitais, tais como renal, hepatica, cardiaca e a visdo. Essas alteragoes
decorrem, na maioria dos casos, de anormalidades micro e macrovasculares que
levam a disfuncao ou a faléncia de varios érgaos. Os pacientes diabéticos apresentam
risco maior de doencga vascular aterosclerética, como doenga coronariana, doenca
arterial periférica e doenga vascular cerebral (WHO, 2006).

O diabetes causa ainda alteragdes especificas na estrutura renal. A nefropatia
diabética € uma complicacdo relevante do DM2, caracterizada por hipertrofia de
glomérulos e proliferacao de células mesangiais levando a glomerulosclerose (WEI et
al., 2004). A glomerolosclerose classica caracteriza-se por espessamento da
membrana basal glomerular, esclerose mesangial difusa, hialinose, microaneurisma e
arteriosclerose hialina (GROSS et al., 2006).

A nefropatia diabética € uma complicagdo crénica, tradicionalmente definida
pela perda de proteinas na urina, ou proteintria. E caracterizada em estagios de
acordo com os valores de excrecado urinaria de albumina e esta associada a um
importante aumento de mortalidade, principalmente relacionada a doenga

cardiovascular (GROSS et al., 2006). Atualmente, nos Estados Unidos da América,
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calcula-se que mais de 40% dos pacientes que ingressam em programas de didlise ou
necessitam de transplante renal s&o diabéticos (WEI et al., 2004).

Outra alteracao importante nesta patologia € a dislipidemia. Sabe-se que a
resisténcia a insulina conduz a um aumento da sintese hepatica de triglicerideos. Se
este incremento na génese de ftriglicerdis pelo figado nao for incorporado a
lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL), gera um aumento no conteudo lipidico
intra-hepatico. Esse acumulo de gordura no figado gera a esteatose hepatica, que
podera evoluir para uma esteatohepatite ndo alcodlica e para cirrose hepatica (CRUZ
et al. 2005). Além disso, a dislipidemia € um dos principais fatores de risco para
doenca cardiovascular em pacientes diabéticos, cuja influéncia € maior que os demais
(LEHTO et al., 1997). As alteragdes lipidicas mais frequientes na populagdo diabética
séo hipertrigliceridemia, HDL-colesterol (HDL-c) baixo e alteragbes qualitativas nas
lipoproteinas, tais como a formagao de particulas de LDL-colesterol (LDL-c) pequenas

e densas (SBD, 2002).

1.4 - Fatores de risco:

O diabetes mellitus tipo 2 tem etiologia multipla, resultando da interagéo entre
uma predisposi¢cao genética e fatores ambientais (TUOMILEHTO et al., 2001). De fato,
o DM2 ocorre principalmente em pacientes com sobrepeso ou obesidade, com histoérico
familiar dessa doenca e de diabetes gestacional, bem como portadores de hipertenséo e
dislipidemia (GALINDO et al., 2006).

Apesar do componente genético da doenga ainda nao esta bem elucidado
(ZECCHIN & SAAD, 2006), a importancia do papel dos genes sdao demonstrados em
estudos de gémeos monozigéticos e dizigbticos, que mostraram a alta taxa de
concordancia no diabetes tipo 2 atingindo aproximadamente 50% e 15%,
respectivamente. (MALECKI, 2005). Além disso, histéria familiar positiva confere um
aumento no risco para DM2 de 2-4 vezes e, 15-25% dos parentes de primeiro grau

dos pacientes com DM2 desenvolvem enfraquecimento na tolerancia a glicose ou
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diabetes. O risco de vida (aos 80 anos) para DM2 tem sido calculado em 38% se um
dos pais apresentarem DM2. Se ambos os pais sdo afetados, a prevaléncia do DM2
para a prole é estimada em aproximadamente 60% aos 60 anos (STUMVOLL et al.,
2005).

Outra evidéncia genética esta na associagdo de bebés com baixo peso ao
nascer e aumento no risco de desenvolvimento de DM2 quando adultos (RHODES,
2005). Estudos como esses enfatizam a importancia de fatores genéticos, contudo
sabe-se que a alta incidéncia de DM2 também esta associada com fatores ambientais
assim como estilo de vida e dieta (MALECKI, 2005). Além disso, existem populag¢des
com elevada prevaléncia de DM2, onde a doencga nao pode ser atribuida apenas aos
fatores ambientais (AGUIAR & SILVA, 2006; MALECKI, 2005). De acordo com a
contribuicdo dos fatores genéticos, o DM2 pode ser classificado em monogénico ou
poligénico.

As formas monogénicas sdo menos comuns e resultam da mutagdo em um
unico gene. Caracterizadas por um defeito graves na secre¢éo de insulina ou grande
reducdo da sua sensibilidade, o quadro clinico é geralmente grave e apenas
levemente influenciado por fatores ambientais, sendo o diagndstico precoce
(MALECKI, 2005). As formas poligénicas sado ditas multifatoriais e representam a
maior parte dos casos de DM2. A agao de varios genes com frequientes polimorfismos
gera uma suscetibilidade a doenga, mas nao é o fator determinante. O diagndstico é
tardio e os fatores ambientais tém grande importancia no desenvolvimento da
patologia (MALECKI, 2005; ZECCHIN & SAAD, 2006). A influéncia dos fatores
ambientais é tdo grande que o DM2 é considerado uma doenca do estilo de vida
moderno dos paises ocidentais (AGUIAR & SILVA, 2006). A globalizagdo foi
acompanhada por mudangas de comportamento e modo de vida de seres humanos. O
sedentarismo, a alimentacdo inadequada e o envelhecimento populacional

acentuaram os casos de obesidade e diabetes (ZIMMET et al., 2001).
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Embora a base genética do DM2 ainda tenha que ser identificada, existe fortes
evidéncias que fatores de risco modificadores, como a obesidade e a inatividade fisica,

sdo os principais determinantes nao genéticos da doenca (TUOMILEHTO et al., 2001).

1.4.1 — Obesidade e resisténcia a insulina

A causa do DM2 tem estado associada frequentemente com a inatividade fisica,
a dieta rica em gordura e o consumo de alimentos de alta densidade energética. Sabe-
se que obesidade é o fator de risco predominante para o comego da resisténcia a
insulina (BRADY, 2004), e que um tergo dos obesos desenvolve DM2 (RHODES,
2005). Além disso, a obesidade também esta associada com a capacidade reduzida
de estimular insulina diante da glicose disponivel no musculo, como demonstrado em
estudos in vitro e in vivo (PENDER et al., 2005).

Portanto, a obesidade € um fator de risco significativo para o desenvolvimento do
DM2, que gera impacto negativo sobre a sua progresséao e tratamento (CORNIER,
2005), havendo um aumento da morbidade e mortalidade entre pacientes obesos com
diabetes (LIVINGSTON & KO, 2005). Embora nem todos os individuos obesos
desenvolvam diabetes e nem todos os individuos diabéticos sdo obesos, a prevaléncia
do excesso de peso ou obesidade entre adultos diabéticos corresponde a 85%. O
ganho de peso, independente do indice de massa corporal (IMC), € um importante
fator de risco para o desenvolvimento da doenca. Estima-se que cerca de 80% dos
casos dessa doenga podem ser atribuidos a obesidade (HU et al., 2001). Estudos
sugerem que o tipo de dieta ou a composicdo da dieta pode influenciar
independentemente o risco do individuo para o desenvolvimento do diabetes, mas,
certamente, dietas com alto teor de gordura estdo associadas com excesso de peso e
obesidade (CORNIER, 2005).

Pesquisas recentes mostraram que o numero de receptores de insulina no tecido
adiposo diminui em ratos alimentados com dietas hipercaléricas com alto teor de

gordura quando comparado com ratos alimentados com dieta apenas rica em
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carboidratos, além de aumentar a resisténcia a insulina e diminuir a sensibilidade a
insulina (PETRO et al., 2004).

Desse modo, a ligacéo entre a obesidade e o diabetes € a resisténcia a insulina
e alguns trabalhos indicam que a resisténcia a insulina induzida pela obesidade pode
ser decorrente da ativagcao sequencial da proteina quinase C (PKC) e da quinase
inibidora do fator nuclear kB (IKkB), entretanto os detalhes dessa via de sinalizagéo
ainda nao estéao claros (KIM et al., 2001; YUAN, et al., 2001).

Um fator que merece destaque é o padrao de distribuicdo de gordura e nao
apenas a sua quantidade. O mecanismo mais comumente implicado na génese da
resisténcia a insulina decorre do acumulo de gordura visceral. A simples medida da
cintura correlaciona-se bem com a area visceral de gordura medida por tomografia
computadorizada, podendo ser utilizada como um marcador de adiposidade central
(ITO et al., 2003). Varios estudos mostram que, independente do IMC (indice de
massa corporal), a circunferéncia da cintura se associa diretamente a incidéncia de
doenca coronariana (POULIOT et al.,, 1994; REXRODE et al.,, 1998). Além disso, a
gordura central se correlaciona mais com a resisténcia a insulina do que os depdsitos
periféricos (gluteo, subcutaneo) (MAITRA & ABBAS, 2005), representando um fator de
risco maior para o desenvolvimento do DM2 (MATOS et al., 2006). Essa relagao se da
principalmente através de duas vias: acidos graxos livres (AGL) e adipocinas.

Os AGL circulantes sao provenientes da lipdlise e estdo elevados em muitos
estados de resisténcia a insulina. Nessa situagdo ocorre o acumulo de triglicérides e
metabdlitos derivados de acidos graxos no musculo e figado, inibindo a captacao e
oxidacao da glicose, a sintese de glicogénio e estimulando gliconeogénese hepatica.
Os elevados niveis de AGL circulantes também estdo associados a reducido da
fosforilagdo do IRS-1 em tirosina e da sua associagdo com a Pl 3-quinase (MAITRA &
ABBAS, 2005; ZECCHIN & SAAD, 2006). Adipdcitos da gordura abdominal visceral

sd0 maiores e acumulam mais triglicérides do que os da gordura subcutanea. Assim,
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eles liberam mais acidos graxos e acentuam a resisténcia a insulina (MATOS et al.,
2006).

O impacto negativo do aumento da quantidade de gordura corporal sobre a
sensibilidade a insulina pode ser claramente demonstrado na maioria dos individuos. A
obesidade interfere na resisténcia através da atuagao do tecido adiposo como érgao
enddcrino, liberando hormdnios em resposta a alteragdes metabdlicas. Tais hormonios
sdo chamados coletivamente de adipocinas, e podem influenciar profundamente o
metabolismo e o gasto energético, contribuindo para agravar a resisténcia a insulina e
predispor a aterogénese (SHOELSON et al.; 2006).

Adiponectina, leptina, citocinas pro-inflamatérias (ex. TNF-alfa), fatores de
crescimento celular, resistina, inibidor do ativador do plasminogénio (PAI-1), entre
outros, interferem na acdo da insulina. A leptina é responsavel pela sensagdo de
saciedade, esta elevada nos pacientes obesos, indicando uma provavel resisténcia a
esse hormodnio (ZECCHIN & SAAD, 2006). A adiponectina reduz com a progressao do
DM tipo 2 e parece estar relacionado a redugéo da resisténcia a insulina e a efeitos
antiinflamatorios, antiateroscleréticos e protetor do endotélio (MATOS et al., 2006). A
resistina € uma adipocina recentemente descoberta. Seus efeitos ainda ndo sao bem
compreendidos, mas estudos sugerem que é este fator € um regulador negativo da
insulina, reduzindo a tolerancia a glicose e a sensibilidade a esse hormdnio (ZECCHIN
& SAAD, 2006).

A leptina e a adiponectina sdo produzidos exclusivamente pelo tecido adiposo.
Por outro lado, a resistina e citocinas pré-inflamatérias, como o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina-6 (IL-6), sdo produzidas por adipécitos e outras
células e estdo envolvidos no processo inflamatério associado a obesidade
(SHOELSON et al., 2006).

Diversos estudos clinicos e epidemiologicos demonstraram que, na obesidade
e no diabetes tipo 2, o tecido adiposo apresenta um estado de inflamacgao crénica de

baixo grau (BRUUN, 2007). A expressao aberrante do TNF-alfa na obesidade,
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produzido principalmente pelos adipdcitos, interfere na agao da insulina e contribui
para o desenvolvimento da resisténcia a insulina, representando uma ligagdo entre
inflamacgao, obesidade e resisténcia a insulina (NEELS et al., 2006).

Estudos mostram que animais de modelos experimentais de obesidade e
resisténcia a insulina produzem niveis significativamente mais elevados de mRNA do
TNF-alfa e da proteina em si no tecido adiposo em comparagdo com os seus controles
magros (HOLFMAN et al; 1993). Assim como camundongos, humanos obesos,
resistentes a insulina e diabéticos apresentam elevados niveis de TNF-a circulantes
(ZECHHIN & SAAD, 2006). Varias estratégias e modelos animais tém sido utilizados
para investigar o papel da expressao anormal de TNF-alfa nos estados de resisténcia
a insulina. O tratamento de hepatdcitos e adipdcitos com TNF-alfa reduz a
autofosforilagédo insulino-estimulada do IR em 20% a 50%, promovendo uma redugao
em sua atividade catalitica e diminuindo ainda mais a fosforilagdo do IRS-1 em
residuos de tirosina, associados ou ndo a reducdo nos niveis teciduais destas
proteinas (FEINSTEIN et al., 1993; HOTAMISLIGIL et al., 1995). Experimentos com
diferentes tipos de células em cultura, incluindo hepatdcitos, adipdcitos e fibroblastos,
demonstraram que o TNF-alfa aumenta a fosforilagdo do IRS-1 e IRS-2 em residuos
de serina (HOTAMISLIGIL et al., 1995). Estas modificacbes s&o suficientes para
reduzir a capacidade dos IRS-1 e 2 de interagir com o IR, bem como bloquear os
eventos subsequientes da sinalizagdo de insulina, incluindo a associacdo destes
substratos com a Pl 3-quinase, resultando em estados de resisténcia a insulina.

Um estudo demonstrou que a co-cultura de adipdcitos com fibras musculares
induziu resisténcia a insulina in vitro, sugerindo que os adipdcitos podem regular a
acao da insulina em células musculares através da secrecdo de seus produtos
(DIETZE et al., 2002). O TNF-a pode, ainda, auto-regular a sua biossintese no tecido
adiposo, mantendo os seus niveis elevados na obesidade e contribuindo para a

resisténcia a insulina (NEELS et al., 2006).
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A obesidade nao esta apenas associada com o aumento do risco de desenvolver
diabetes, mas também com o aumento da prevaléncia de outros fatores de riscos
cardiovasculares, uma vez que pacientes obesos com diabetes apresentam mais
hipertenséo arterial e dislipidemia quando comparados com pacientes diabéticos nio-
obesos (ROGERS et al., 2003; ANDERSON et al., 2003). Medidas de prevengao do
diabetes sao eficazes em reduzir o impacto desfavoravel sobre a morbimortalidade
destes pacientes, principalmente em razdo de se poder evitar as complicacdes
cardiovasculares. Enfatiza-se em especial a adogao de estilo de vida saudavel, com
dieta balanceada e exercicios fisicos regulares. A restrigdo energética moderada,
baseada no controle de gorduras saturadas, acompanhada de atividade fisica leve,
pode reduzir a incidéncia de DM2 em 58% das pessoas com risco elevado para o
desenvolvimento desta afec¢cdo (TUOMILEHTO et al., 2001; KNOWLER et al., 2002).
Entretanto, a dificuldade de adesdo a dieta e a atividade fisica leva a maioria dos
pacientes diabéticos obesos a necessitar de tratamento farmacolégico antiobesidade

para auxiliar na perda de peso.

1.4.2 — Sindrome metabdlica

Outro fator importante, frequientemente presente no diagnéstico do diabetes tipo
2, é a sindrome metabdlica. Em 1998, com a constatacdo da freqliente associacao
entre resisténcia a insulina, intolerancia a glicose, hipertensao arterial, dislipidemia e
doencga aterosclerética, Gerald Reaven descreveu uma sindrome a que denominou
inicialmente de sindrome X (REAVEN, 1998). Hoje, a terminologia mais empregada
pelas sociedades cientificas internacionais € a de sindrome metabdlica (SM),
caracterizada pela associacdo, num mesmo individuo, de dislipidemia, diabetes
mellitus tipo 2 ou intolerancia a glicose, hipertensao arterial e excesso de peso ou
obesidade (ZIMMET et al., 1999). Embora nado haja consenso sobre quais
componentes deveriam integrar sua definicdo, uma série de anormalidades

metabdlicas foi posteriormente sendo acrescentada ao espectro da sindrome,
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contribuindo para a compreensdo de sua etiopatogenia e de seu impacto no risco
cardiovascular.

Interligando estas alteragdes metabdlicas encontra-se a resisténcia a insulina
(hiperinsulinemia), dai também ser conhecida como sindrome de resisténcia a insulina.
E a principal doenca responsavel por eventos cardiovasculares e estd bem
documentado que a sindrome metabdlica pode estar presente até dez anos antes da
deteccdo de alteragbes glicémicas, e que caracteriza um risco aumentado tanto para
diabetes quanto para doencga cardiovascular (ISOMAA et al., 2001 e FORD et al., 2002
e LAAKSONEN et al., 2002). Estudos envolvendo individuos com DM indicam que a
presenca de SM se associa a maior freqiéncia de complicagdes crbnicas diabéticas,
como a doenga coronariana, doenca vascular periférica, retinopatia e neuropatia
(COSTA et al., 2004). A expectativa € de que a SM aumente sua frequéncia nas
populagbes, uma vez que muitas das anormalidades que a compdem estédo
relacionadas ao estilo de vida moderno. A prevaléncia de SM na populagdo americana
foi estimada em 22% a 24% (FORD et al., 2002), sendo varidvel com a etnia (FORD &

GILES, 2003).

1.4.3 — Doenga hepatica gordurosa nédo alcodlica

Diabetes mellitus tipo 2, obesidade e dislipidemia frequentemente coexistem
com a doenga hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA), sendo a associagcao entre
obesidade e diabetes um risco adicional para a doenga (OTA et al., 2007). Atualmente,
a DHGNA ¢é considerada uma das mais freqlentes doencas de figado, caracterizada
como epidemia em muitos locais do mundo (BEDOGNI et al., 2005; CLARCK, 2006)
acarretando problemas de saude publica (CLARK et al., 2002). DHGNA inclui um
amplo espectro de patologias hepaticas que se assemelham aquelas geradas pelo
alcool, mas ocorrem em pacientes que ndao o consomem em excesso (CLARK et al.,
2002). Assim como no diabetes, a interagcdo entre fatores genéticos e ambientais

parece determinar a expressado fenotipica da DHGNA, que se caracteriza pela
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presenca de esteatose e esteato-hepatite nao alcodlica (NASH - nonalcoholic
steatohepatitis), podendo evoluir para a cirrose criptogénica e carcinoma hepatocelular
(ZOU et al., 2006; OTA et al., 2007).

E dificil avaliar quantas pessoas s&o portadoras de DHGNA devido & falta de um
meétodo ideal para realizar essa investigagao (MC AVOY et al, 2006). O método mais
simples é a realizagdo de ultra-sonografia, que demonstra achados sugestivos de
esteatose em mais de 16% das pessoas saudaveis ndo obesas e em cerca de 95%
dos obesos que fazem uso de alcool (LONARDO, et al.,, 1997). Um estudo que
analisou a histologia hepatica em pacientes ndo selecionados (vitimas fatais de
acidentes automobilisticos) encontrou esteatose em 24% deles (HILDEN et al., 1977).
Outro estudo que analisou necropsias de nao alcodlatras encontrou esteatose em 35%
dos magros e 70% dos obesos, além de esteato-hepatite em 2,7% dos magros e
18,5% dos obesos (WANLESS & LENTZ, 1990).

A relacido entre doencga hepatica e diabetes € conhecida e envolve multiplos
fatores. A resisténcia a insulina presente no diabetes € um evento fundamental na
patogénese da DHGNA, e é considerado um fator de risco importante, juntamente com
a obesidade e a dislipidemia (CLARCK et al., 2002). A esteatose hepatica reflete uma
doenca metabdlica em que, por um motivo ainda desconhecido, o organismo
desencadeia uma inflamagao contra os hepatdcitos que tem acumulo de gordura, e
estes sdo gradualmente destruidos. Dependendo da intensidade desta destruicao, isso
pode levar a formagéao de fibrose que vai se acumulando e progredindo até a formagéao
de ndédulos, o que caracteriza a cirrose (FALCK-YTTER et al., 2001).

Os mecanismos que desencadeiam a hepatite em um paciente com esteatose
simples ndo sdo conhecidos, mas estudos recentes ja tém mostrado os mecanismos
da inflamagao e formacao de fibrose (MC AVOY, et al., 2006). Sabemos que nestes
casos a esteatose é tanto causa quanto resultado da formacdo de espécies reativas
de oxigénio, peroxidacao lipidica e stress oxidativo, reducdo na funcdo da cadeia

respiratoria mitocondrial, deplecdo de ATPs e producédo de citocinas pré-inflamatdrias,
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incluindo TNF-a (SREEKUMAR et al., 2003). Em modelos animais, observou-se ciclo
auto-perpetuado de resisténcia insulinica e inflamagédo pela ativacdo crbnica da
quinase inibitéria kappa beta (IKKB) e interagdes com o fator de transcricdo nuclear
NF.3 (YUAN et al.,, 2001; GAO et al, 2002; XU et al.,, 2003). Estudos também
demonstraram a natureza pro-fibrogénica pela hiperinsulinemia, hiperglicemia e pela
leptina (MC AVOY, et al., 2006).

Ainda em relagdto a NASH, um estudo investigando elevagbes nas
aminotransferases em uma populagcdo geral seguida de exclusdo de outras causas
demonstrou uma prevaléncia de 5,5% de suposta NASH em adultos norte-americanos
(CLARK et al., 2003; BRUNT, 2004). O risco € maior dessa doenca principalmente em
obesos, diabéticos e portadores de sindrome metabdlica. DM2, hiperglicemia, e
intolerancia a glicose tém sido descritos em 20%-75% dos pacientes adultos com
NASH (REID, 2001).

NASH é uma forma de DHGNA que requer tratamento, ja que esta bem
estabelecido que alguns pacientes com NASH podem evoluir para cirrose,
insuficiéncia hepatica e carcinoma hepatocelular (ITO et al., 2006; SVEGLIATI-
BARONI et al., 2006), além do desenvolvimento de doengas cardiovasculares (LORIA
et al, 2007). Quando a esteato-hepatite se associa a hipertensao arterial, dislipidemia
e hiperglicemia, as complicagdes cardiovasculares sdo ainda mais freqlentes,
aumentando o indice de mortalidade entre os pacientes com NASH (LORIA et al.,
2007).

Apesar da dificuldade em estabelecer uma estatistica precisa, esses dados
sugerem que a doenca hepatica gordurosa nao alcodlica seja a principal causa de
doenga hepatica cronica nos EUA (CLARK et al., 2002). Assim, como reflexo da
epidemia de obesidade e sindrome metabdlica nas ultimas décadas, espera-se uma
epidemia subsequente de cirrose e hepatocarcinoma causados pelo NASH nas

proximas décadas (SREEKUMAR et al., 2003).
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Medidas de prevengdo do diabetes e da esteato-hepatite sdo eficazes em
reduzir o impacto desfavoravel sobre a morbi-mortalidade destes pacientes,
principalmente em razdo de evitar as complicagbes cardiovasculares. A obesidade é
descrita em 40 a 100% dos pacientes com NASH e o DM2, em 20-75% deles. O
tratamento ideal para a doengca em adultos ainda n&o foi bem estabelecido, mas inclui

mudangas no modo de vida que garantam a reducao de peso (REID, 2001).

1.5 — Modelos experimentais

Devido a complexa interagdo entre suscetibilidade genética e fatores
ambientais, a patogénese do diabetes muitas vezes fica dificil e mal compreendida nos
seres humanos. Além disso, estudos clinicos em pacientes diabéticos muitas vezes
sao inviaveis por consideracdes éticas Obvias, tornando os modelos animais
extremamente Uteis e vantajosos para a pesquisa biomédica. Para melhor
compreender o papel de cada um dos elementos envolvidos na fisiopatologia do
diabetes, pesquisadores utilizam modelos experimentais que possam determinar de
maneira controlada o papel de cada um dos componentes envolvidos na patologia,
fornecendo subsidios para sua melhor compreensdo (CESARETTI & KOHLMANN,
2006).

Apesar dos modelos animais possuirem uma longa histéria na area da
pesquisa biomédica e contribuirem enormemente a compreensao de muitas doencgas
humanas, existe uma necessidade por conhecimentos adicionais de varios
mecanismos que estdo por tras dos defeitos basicos. Esta necessidade requer
modelos experimentais seguros e clinicamente relevantes (WINZELL & AHREN,
2004). Varias espécies animais que apresentam resisténcia a insulina e diabetes tipo
2, com caracteristicas similares aos seres humanos sdo utilizados como modelos

experimentais com causa genética, experimental ou nutritiva (Tabela 1).

17

Revisao da literatura



Tabela 1. Classifica¢ao da inducao do diabetes tipo 2 em modelo animal.

Classificagao

Modelos de diabetes tipo 2

Obesos

N&o-obesos

Espontaneos ou
geneticamente derivados

Induzido por dietas

Quimicamente induzidos

Animais transgénicos
(knock-out)

Camundongo ob/ob
Camundongo db/db
Camundongo KK
Camundongo KK/AY
Camundongo NZO
Camundongo
NONcNzZO10
Camundongo TSOD
Camundongo M16

Rato Zucker fatty
Rato ZDF

Rato SHR/N-cp
Rato JCR/LA-cp
Rato OLETF

Camundogo C57BL/6
Camundongo Spiny
Rato Sand

Camundongo tratado com
GTG

Camundongo knock-out no
receptor B3

Camundongo knock-out
UCP1 (uncoupling protein)

Camundongo ALS/Lt
Camundongo mutante
(Akita)

Rato GK
Rato diabético Cohen

Baixas doses de ALX ou
STZ em camundongos,
ratos, etc.

Camundongo transgénico
ou knock-out involvendo
genes da insulina ou
receptor da insulina (IRS-
1, IRS-2, GLUT-4, ect)

Fonte: Srinivasan e Ramarao, 2007.
Legenda: ob/ob — camundongo com mutagéo recessiva no gene da leptina; db/db - camundongo com
mutagéo recessiva no gene do receptor da leptina; KK - Modelos poligénicos de obesidade e resisténcia a
insulina com diabetes moderado, obesidade, hiperinsulinemia e hiperplasia de células beta pancreatica;

Rato SHR/N-cp - mutacdo non-sense do receptor leptina dos ratos espontaneamente hipertensos; Rato
OLETF - modelo poligénico de obesidade (Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty); NZO — modelo de
obesidade poligénica da Nova Zelandia; NONcNZO10 — modelo de obesidade poligénica com diabetes
tipo 2; TSOD — modelo espontaneo de diabetes tipo 2; M16 - modelo poligénico de obesidade e diabetes
tipo 2 precoce; Rato Zucker fatty - uma mutagdo no gene do receptor da leptina; ZDF - zucker diabetic
fatty; Rato JCR/LA-cp — rato com auséncia completa do receptor da leptina com desevolvimento de

sindrome metabdlica; ALX — aloxano; STZ — estreptozotocina; GTG — gold thioglucose.
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Animais diabéticos espontaneos ou geneticamente derivados

Dentre os modelos genéticos com desenvolvimento de resisténcia a insulina
existem alguns modelos experimentais que ajudaram a esclarecer caracteristicas
monogenéticas da obesidade e foram particularmente importantes pela existéncia de
genes homologos no homem (PLUM et al., 2005; MARQUES-LOPES et al., 2004).
Para se esclarecer o mecanismo de acdo da leptina e a resisténcia a insulina
associada a sua disfungcdo, a primeira alteracdo descrita foi uma mutagdo no
cromossomo 6 que codifica 0 gene de sintese da leptina, o gene ob. A auséncia de
leptina nos camundongos ob/ob faz com que este camundongo seja hiperfagico,
diabético e obeso (MARQUES-LOPES et al., 2004). Na ocasidao, ganhou forca a
hipétese de que a hipoleptinemia pudesse ser a maior determinante da obesidade.
Entretanto, estudos posteriores mostraram que muta¢des no gene que determina a
sintese do receptor de leptina também determinavam resisténcia a insulina em animais
hiperleptinémicos e obesos. Sao exemplos destes camundongos db/db e ratos obesos
Zucker (fa/fa). A partir destes modelos experimentais desenvolveu-se o conceito de
resisténcia a agao hipotalamica a leptina (MUNZBERG & MYERS, 2005; CAMPFIELD
et al., 1996). Mais recentemente, e a semelhanga dos ratos Zucker, uma mutagao non-
sense do receptor leptina dos ratos espontaneamente hipertensos originou uma
linhagem de ratos hipertensos e obesos, denominada Koletsky ou SHR-Ob (f/f) (KEEN
et al., 2004).

Modelos poligénicos de obesidade podem ser exemplificados pelos ratos
OLETF (Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty), nos quais a analise genbmica
demonstrou susceptibilidade nos cromossomos 1, 7, 14 e X. A obesidade e hiperfagia
destes animais sdo devidas a um alelo nulo para sintese do receptor de colecistocinina
A, uma substancia anorexigena (KANEMOTO et al., 1998). Outros modelos que se
enquadram nesta mesma categoria sdo os camundongos KK (diabetes moderado,
obesidade, hiperinsulinemia e hiperplasia de células beta pancreatica), o rato

israelense, que quando alimentado com rac&o para roedores desenvolve obesidade,

19

Revisao da literatura



diabetes, dislipidemia, hiperinsulinemia e hiperleptinemia, e os ratos Goto-Kakizaki,
que desenvolvem hiperglicemia e hiperinsulinemia, principalmente na idade adulta
(SONE, et al., 2001).

Além desses modelos, diversos centros, através de técnicas de biologia
molecular, desenvolveram animais resistentes a insulina através da produgdo de
animais transgénicos ou knockouts. E importante destacar que o primeiro modelo de
knock-out para o estudo da resisténcia a insulina foi o do knockout para o proprio
receptor da insulina. Neste modelo, os animais heterozigotos tinham apenas 50% dos
receptores de insulina viaveis, enquanto que os homozigotos ndo possuiam este
receptor. Na auséncia do receptor de insulina, os animais desenvolviam cetoacidose
diabética e morriam uma semana apds o nascimento, enquanto que os heterozigotos
eram capazes de sobreviver (ACCILI et al., 1996). Outros pesquisadores foram
capazes de produzir modelos knock-out em camundongos, onde a dele¢cdo do gene da
insulina se faz em tecidos alvos da insulina, como o musculo esquelético (MIRKO,
Muscular Insulin Receptor Knockout), no cérebro (NIRKO), no figado (LIRKO) e no
tecido adiposo (FIRKO). O knockout dos receptores de insulina nas células f do
pancreas mostrou o papel contra-regulatério da secregdo de insulina mediado pela
prépria insulina. Pode-se estudar ainda o papel regulatério da glicose sobre a
secregao pancreatica de insulina através de producdo de animais knockout para o
substrato do receptor da insulina (Insulin Substrate Receptor, IRS) tipo 1 e da
glicoquinase pancreatica (GK) (NANDI et al., 2004).

Outros modelos de resisténcia a insulina avaliam a sinalizacao intracelular da
insulina a partir da ligacdo da insulina ao seu receptor. Desta maneira, ja foram
produzidos camundongos onde foi realizada a delegdo dos complexos de sinalizagéao
intracelular IRS-1, IRS-2 e IRS-3. Com estes modelos, estudos evidenciaram o papel
do IRS-1 em mediar os efeitos fisioldgicos da insulina no musculo esquelético e do
IRS-2 no figado, musculo, tecido adiposo, células B-pancreaticas e no aparelho

reprodutor. Camundongos com delecdo do gene para sintese de IRS1 (IRS-1-/-)
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desenvolvem resisténcia a insulina, principalmente muscular, além de déficit no
desenvolvimento, evidenciando o papel desta proteina na homeostase glicidica e na
acao do insulin growth factor-1 (IGF-1) (NANDI et al., 2004; WHITE, 1997). Neste
modelo experimental também se observa moderada reduc¢do na tolerancia a glicose,
hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia e menor resposta vascular a agao vasodilatadora
da insulina, além de hiperplasia significativa das células .

A delegédo do IRS-2 também determina uma diminuicdo do crescimento e da
quantidade de células B-pancreaticas, porém, diferentemente da delecdo do IRS-1,
verifica-se o aparecimento de diabetes somente quando estes animais atingem
aproximadamente 10 semanas de idade. Estes estudos mostram que tanto o IRS-1
quanto o IRS-2 estdo envolvidos no crescimento e exercem papel ativo no
metabolismo de carboidratos. O IRS-2 também atua no desenvolvimento das células 3
e no papel hipoglicemiante periférico mediado pela insulina. O papel do IRS-3 é
evidenciado quando se realiza um duplo knockout do IRS-1 e IRS-3, e nestes animais
ocorre, além de hiperglicemia e hiperisulinemia, lipoatrofia com conseqlente
diminuicdo das concentragcdes de leptina e, portanto, diminuicdo da resposta
anorexigena mediada por este peptideo (NANDI et al, 2004; WHITE, 1997,
BIRNBAUM, 2001).

O papel no metabolismo glicidico da proteina transportadora GLUT-4 esta bem
evidenciado em animais com knock-out desta proteina em tecidos insulino-sensiveis
como o musculo esquelético. Nesta situacao, verifica-se o aparecimento de resisténcia
a insulina, intolerancia a glicose e um aumento significante na sintese hepatica de
glicogénio. Nestes animais a avaliagdo do metabolismo glicidico através da técnica de
clamp euglicémico hiperinsulinémico confirma que a resisténcia a insulina e a
captacao de glicose é, conforme esperada, muscular, mas também ocorre diminuicao
da captacdo hepatica e adiposa de glicose, evidenciando o papel desta proteina na

captacao de glicose em todos os tecidos insulino-sensiveis (BIRNBAUM, 2001).
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Animais diabéticos induzidos por dieta

Animais de laboratério podem ser mantidos em condicbes rigidamente
controladas, consumindo dieta controlada e mantidos livres de patégenos e germes. O
fato de animais de laboratério também se tornarem diabéticos espontaneamente, se
alimentando de ragao comercial, abriu novas areas para pesquisa nesta area. Dietas
com alto teor de carboidratos e/ou alto teor de lipidios, além da dieta de cafeteria, tém
sido utilizadas para desenvolver obesidade e diabetes em ratos. O rato Sand e a
linhagem de camundongos C57BI/6 sdo exemplos importantes de modelos de
obesidade e diabetes tipo 2 induzidos por dieta (SRINIVASAN & RAMARAO, 2007).

Os ratos Sand permanecem normais em seu habitat natural, mas desenvolvem
a obesidade e diabetes no cativeiro quando alimentados com dieta de alta energia em
vez de sua dieta vegetal usual de baixa energia. Inicialmente, esse modelo desenvolve
hiperfagia, obesidade, hiperinsulinemia, intolerancia a glicose, seguido por
degeneragdo e necrose das células beta pancreaticas resultando na deficiéncia
profunda de insulina e evidente diabetes que conduz a morte do animal. Esses
animais sdo muito uteis em testes de drogas, tendo sido utilizados no estudo da
proteina inibitoria tirosina fosfatase e analogos de GLP-1 (glucogan like peptide-1)
(SRINIVASAN & RAMARAO, 2007).

Camundongos saudaveis da linhagem C57BI/6 se tornam obesos quando
alimentados com racado de alto teor de gordura, além de apresentar hiperglicemia,
hiperinsulinemia e hiperlipidemia. Desenvolvem também resisténcia periférica a leptina
e manifestam a maioria das caracteristicas dos pacientes com predisposi¢cao genética
para o desenvolvimento de diabetes tipo 2 quando se tornam obesos. Este modelo
animal representa os fatores de risco tanto genéticos quanto ambientais, em contraste
com o0 camundongo ob/ob, nos quais 0s sintomas sdo geneticamente determinados
(SRINIVASAN & RAMARAO, 2007; CESARETTI & KOHLMANN, 2006).

Na tentativa de desenvolver modelos experimentais que permitam o estudo da

obesidade e suas consequéncias, esta alta ingestdo de acidos graxos saturados é
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muito interessante, visto que ja foi demonstrada a contribuicdo deste tipo de gordura
no prejuizo da sensibilidade a insulina decorrente da obesidade (HUNNICUTT et al.,
1994; PARKER et al.,1993). Esta alteragao insulinémica parece ter alta correlagao
com outras doengas associadas, como hipertensdo, dislipidemia e aterosclerose.
Pereira e cols. desenvolveram uma ragao hiperlipidica com alto teor de acidos graxos
saturados, com base nos dados de ingestdo alimentar de mulheres obesas brasileiras.
Esta racdo foi capaz de gerar obesidade e intolerancia a glicose em ratas wistar
saudaveis, permitindo assim o estudo das consequéncias deste consumo alimentar,
caracteristico da sociedade moderna (PEREIRA et al., 2003).

Outros estudos utilizaram a dieta de cafeteria, quando varios alimentos
normalmente encontrados em supermercados (como biscoitos, chocolate, salame,
queijo etc.) sdo colocados a disposigdo dos animais. Esta técnica tinha como objetivo
aproximar o consumo dos ratos do consumo feito pelas sociedades modernas, onde
grande parte das refeicdes é feita em cafeterias e fast foods, caracterizando uma
ingestdo com alto teor de gordura denominada de “dieta ocidental” (WHO, 1998; WHO
1990). De fato, alguns trabalhos demonstram aumento da quantidade de gordura em
animais alimentados com este tipo de ragdo, mas algumas limitagbes sdo encontradas
neste tipo de alimentagédo (PEREIRA et al., 2003). A dificuldade em medir a ingestao e
a variabilidade na selecdo dos nutrientes entre os animais submetidos a esta
alimentac&o tem sido motivo de muita controvérsia (ARGILES, 1988).

Estas predisposi¢cdes genéticas para o desenvolvimento da obesidade e
diabetes através de dietas com alta densidade energética servem como modelos mais
realistas e apropriados para o estudo do diabetes tipo 2 humana do que a alteragao de
um unico gene. Através da utilizagdo de modelos como esses foi possivel ampliar
bastante o conhecimento sobre diversos fatores que contribuem para o
desenvolvimento do diabetes tipo 2, e as conseqliéncias endocrinas e metabdlicas

desta doenga.
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Animais com diabetes quimicamente induzida

Diabetes quimicamente induzido em animais tem sido amplamente empregado
como modelo experimental para os estudos das complicacbes causadas pelo
diabetes. Varios agentes quimicos séo citotdxicos para as células beta do pancreas,
porém apenas O aloxane e a estreptozotocina (STZ) tém sido sistematicamente
investigados e sdo amplamente empregados para induzir diabetes nos animais.

O aloxano é uma pirimidina com estrutura semelhante ao acido uUrico e a
glicose. Em 1943, a propriedade diabetogénica do aloxano foi descoberta e o diabetes
foi induzido com sucesso em ratos (DUNN & MCLETCHI, 1943), coelhos (GILLILAND
& MENCER, 1951), e caes (WRENSHALL et al., 1950) administrados com essa droga.
Diabetes aloxanico foi induzido também em outras espécies animais, incluindo gatos,
ovelhas, macacos, porcos e camundongos. No entanto, porcos da india (guinea pigs)
se mostraram completamente resistentes a inducdo de diabetes pelo aloxano
(JOHNSON, 1950). Durante as décadas subsequentes, a literatura sobre o aloxano
como agente diabetogénico tornou-se ampla e extensivamente revisada (RERUP
1970; MORDES & ROSSINI, 1981).

A estreptozotocina (STZ), isolada do Streptomyces achromogenes, é efetiva
contra organismos gram-positivos e gram-negativos e sua acado anti-tumoral foi
descrita por Evans e colaboradores (EVANS et al., 1965). Rakieten e colaboradores
relataram que a injecao intravenosa de solugdes de STZ induzia diabetes em ratos e
cées (RAKIETEN et al., 1963). Desde entdo, o diabetes tem sido induzido com
sucesso em ratos (EVANS et al., 1965; JUNOD et al., 1969), porcos da india
(BROSKY & LOGOTHETOPOULOS, 1969), camundongos (EVANS et al., 1965;
BROSKY & LOGOTHETOPOULOS, 1969), macacos (PITKIN & REYNOLDS, 1970), e
caes (RAKIETEN et al., 1963). Porém, coelhos se mostraram resistentes a acao
diabetogénica da STZ (KUSHNER et al., 1969).

Os mecanismos de acgao do aloxano e da STZ ainda nao sdo completamente

compreendidos (MORDES & ROSSINI, 1981; MALAISSE, 1982), mas algumas
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caracteristicas gerais podem ser aferidas. O local de sua acado diabetogénica é a
célula beta do pancreas, sendo a ligagdo dessas substancias muito rapida. Ambos,
aloxano e STZ, podem ser seletivamente direcionados para as células produtoras de
insulina devido a especial capacidade dessas células em reconhecer e metabolizar
glicose rapidamente. Estruturalmente, o aloxano é similar a glicose e a STZ é uma
glicose com uma cadeia lateral altamente reativa (MANSFORD & OPIE, 1968;
VELEMINSKY et al., 1970). Parece entdo razoavel que, alguns agucares
transportaveis, interfiram com a toxicidade de ambos agentes.

Estreptozotocina € atualmente a droga mais popular para a indugdo do
diabetes em ratos e camundongos. A administracdo de STZ em ratos adultos produz
diabetes severa que muitas vezes necessita de administragdo de insulina quando os
ratos precisam sobreviver por longo periodo. Por outro lado, ratos recém nascidos
tratados com STZ desenvolvem hiperglicemia leve a moderada na idade adulta,
assemelhando-se ao NIDDM (non-insulin-dependent diabetes mellitus) (PORTHA et
al., 1989). Embora ambos os tipos de diabetes induzidos pela STZ sejam amplamente
utilizados, existem alguns problemas para experimentos cronicos, especialmente
recuperacdo espontanea da hiperglicemia pelo desenvolvimento de insulinoma
funcionante (STEINER et al., 1970; YAMAGAMI et al., 1985; IWASE et al., 1991) e alta
incidéncia de tumores no figado e nos rins (ARISON; FEUDALE, 1967, MAUER et al.,
1974; IWASE et al., 1989). Esses problemas sao devidos a forte agdo oncogénica da
STZ (KAZUMI et al., 1978). Ja o aloxano tem pequena agao oncogénica (YAMAGAMI
et al., 1985), mas é menos empregada que esta, devido as dificuldades mostradas por
alguns grupos de pesquisa em induzir o diabetes e manter os animais em boas
condicoes.

Modelos experimentais em que os fatores genéticos estdo homogéneos e os
ambientais podem ser controlados, é consequentemente um artigo de valor na
sedimentacdo dos conhecimentos de doencas multifatoriais. E importante lembrar que,

apesar da existéncia de diferentes modelos experimentais para diabetes, uma
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caracterizacao insuficiente de alguns modelos faz com que fique dificil a escolha do
modelo certo para um determinado estudo, e um erro nesta etapa pode levar a
conducao de uma interpretacdo errbnea dos dados ou até mesmo a conclusdes

erradas.

1.6 — Células-tronco

1.6.1 - Caracteristicas gerais

As células-tronco (CT) representam atualmente um dos ramos mais intrigantes
da pesquisa biomédica, gracas a possibilidade de aplicagdo destas no reparo de
tecidos e lesdes em amplo espectro de doengas. O seu estudo tem aprofundado o
conhecimento sobre o desenvolvimento de um organismo e dos processos que
orientam a formagdo, manutencdo e reparo de tecidos (MIMEAULT et al.,, 2007,
NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH - NIH, 2007). Tao rapidamente quanto os
conhecimentos gerados, surgem novas duvidas e perguntas a serem respondidas, o
que impulsiona as pesquisas.

Células-tronco sao células indiferenciadas e nao-especializadas, com potencial
prolongado ou ilimitado de auto-renovacgéo e capazes de se diferenciar em ao menos
um tipo celular (WATT & HOGAN, 2000; ZAGO, 2006). Elas sdo consideradas nao-
especializadas devido a auséncia de estruturas especificas de tecidos, que permitiriam
a realizagdo de fungbes especializadas. Entretanto, podem originar células
especializadas através do processo de diferenciagcdo (NIH, 2007). Durante esse
processo, entre a célula-tronco e a célula altamente diferenciada normalmente ocorre
uma populagéo de células progenitoras com capacidade proliferativa e potencial de
diferenciacao limitados. A funcdo dessas células pode ser aumentar o niumero de
células diferenciadas decorrentes de cada divisao da CT (WATT & HOGAN, 2000).

Diferentemente de muitos tipos celulares altamente especializados, as CT

podem se replicar inUmeras vezes, mantendo o pool/ de células indiferenciadas
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durante um longo periodo. Os fatores e condicbes que permitem a manutencado do
estado indiferenciado, bem como aqueles que induzem a diferenciagao, tém sido muito
estudados. Eles sdo compostos por sinais internos (genes da prépria célula) e
externos (substéncias secretadas por outras células, contato com células vizinhas,
moléculas que ocorrem em determinados microambientes) (NIH, 2007). A interacao
entre esses fatores determina se a célula permanece quiescente ou entra em divisao
celular, o que pode ocorrer através de duas estratégias. A primeira é a deterministica,
onde a célula-tronco invariavelmente passa pela sua divisdo assimétrica caracteristica,
gerando outra CT e uma célula que ira se diferenciar. A segunda estratégia &
conhecida como estocastica ou aleatdria. Nela, ocorrem apenas divisbes simétricas:
parte da populagéo de CT origina apenas células indiferenciadas para manter o pool,
enquanto outra parte gera apenas células que se diferenciardo (RIBEIRO-DOS-
SANTOS et al., 2004; WATT & HOGAN, 2000).

Wagers e Weissman (2004) classificam as células-tronco de acordo com o seu
potencial de originar células diferenciadas (Figura 1). Células totipotentes sao aquelas
capazes de originar todos os tipos celulares embrionarios e extra-embrionarios,
correspondendo a célula ovo e as resultantes das suas primeiras divisdes. As CT
pluripotentes sdo aquelas com capacidade para gerar todos os tecidos dos trés
folhetos embrionarios do organismo, como é o caso das CT embrionarias. As
multipotentes s&o capazes de originar um subconjunto de linhagens celulares e as
oligopotentes, um subconjunto mais restrito. Por fim, células unipotentes apresentam

capacidade para originar apenas um tipo de célula madura.
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Plasticidade

Diferenciagao 1

Figura 1. Classificagao das células-tronco segundo Wagers e Weissman (2004).
Os autores classificam as CT de acordo com seu potencial de desenvolvimento.
Plasticidade é a capacidade de diferenciagdo da célula-tronco em diferentes tipos

celulares. Fonte: TRUCCO, 2005.

1.6.2 - Células-tronco embrionarias

Células-tronco embrionarias sdo aquelas derivadas da massa celular interna do
blastocisto de mamiferos, que estd comprometida com a formacido de todo o
organismo. (COWAN et al.,, 2004; RIPPON & BISHOP, 2004; ZATZ, 2004). Elas
podem ser coletadas e cultivadas em laboratério, representando uma alternativa de
modelo para o estudo de desenvolvimento humano, além das perspectivas de sua
utilizagao terapéutica (DONOVAN & GEARHART, 2001).

Thomson et al. (1998) propuseram trés caracteristicas essenciais as CT
embrionarias: derivam do embrido em fase de pré-implantagdo no Utero, sdo capazes
de proliferar de forma indiferenciada e prolongada e possuem estabilidade para gerar
células derivadas dos trés folhetos embrionarios, mesmo apés cultivo prolongado.

A pluripoténcia dessas células é evidenciada tanto in vitro quanto in vivo. No
primeiro caso, inumeros experimentos mostram a diferenciagdo da CT embrionaria em
linhagens celulares dos trés folhetos embrionarios: endoderme, ectoderme e
mesoderme (DONOVAN & GEARHART, 2001). In vivo, duas demonstragbes da
pluripoténcia sao utilizadas. A reintrodugdo das CT embrionarias em blastocistos
murinos origina células de todos os tecidos do adulto, inclusive da linhagem
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germinativa. Além disso, quando injetadas indiferenciadas em camundongos
imunodeficientes, se multiplicam e diferenciam formando tumores com tipos celulares
dos trés folhetos germinativos, os teratomas (PEREIRA, 2006; RIPPON & BISHOP,
2004).

Ainda que nao sejam utilizadas na clinica até o momento, as células-tronco
embrionarias desempenham um papel importante como instrumento de pesquisa. A
partir delas pode-se gerar modelos animais, através do desenvolvimento de
camundongos transgénicos, e modelos de diferenciacao in vitro (PEREIRA, 2006).
Estudos da diferenciagdo in vitro das CT embrionarias humanas podem levar a
identificacao de possiveis genes-alvo para novas drogas a serem utilizadas em terapia
regenerativa ou contra compostos toxicos e/ou teratogénicos (THOMSON et al., 1998).
1.6.3 - Células-tronco somaticas

Tecidos fetais e adultos apresentam células-tronco com capacidade de
diferenciacao limitada em relacdo as embrionarias, ainda assim bastante promissoras
do ponto de vista clinico (MIMEAULT et al., 2007). Para fins terapéuticos, CT
somaticas podem ser obtidas de medula éssea, sangue periférico, sangue de placenta
e cordao umbilical, CT mesenquimais adultas cultivadas e até tecidos fetais, em caso
de aborto (ZAGO, 2006).

As CT adultas ocorrem na maioria dos tecidos e sido responsaveis pela
manutencdo da sua integridade através de processos de reparo e remodelagao
(ZAGO, 2006). Para tal, acreditava-se que elas seriam capazes de se diferenciar
apenas em células de tecidos relacionados ao seu tecido de origem. Porém, um
numero crescente de evidéncias tem se acumulado indicando uma maior plasticidade
dessas células, o que representaria uma grande perspectiva terapéutica (BLAU et al.,
2001; JACKSON et al., 2002). A possivel multi ou pluripotencialidade das CT adultas
comecgou a ser evidenciada no final da década de 1990, quando cientistas detectaram
a migracao de CT de medula 6ssea para o musculo esquelético, participando da sua

regeneragao (FERRARI et al., 1998).
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As células-tronco de medula éssea sédo as CT adultas mais bem conhecidas. A
medula éssea contém células-tronco hematopoéticas e mesenquimais (DOMEN et al.,
2006; JACKSON et al., 2002; KRAUSE, 2002). A CT hematopoética (CTH) foi a
primeira a ser descrita, € a melhor compreendida e mais amplamente aplicada em
protocolos clinicos. Elas sao células de facil acesso (sangue periférico, medula dssea
e sangue de corddo umbilical) e precursoras de toda a linhagem hematopoética
(NARDI & ALFONSO, 2006). Representam de 0,05% a 0,5% do total de células da
medula 6ssea (NARDI & ALFONSO, 2006) e o seu numero depende do balango entre
auto-renovacgao, diferenciagao, migragao e apoptose (DOMEN et al., 2006). As CTH
sdo heterogéneas do ponto de vista morfolégico, sendo identificadas por parametros
funcionais (NARDI & ALFONSO, 2006).

As células-tronco de medula 6ssea sdo usadas clinicamente desde 1959, em
transplantes de medula 6ssea (DOMEN et al., 2006). A real plasticidade dessas
células vem sendo melhor estudada, de forma que a sua aplicagao clinica pode ser
ampliada. Um dos mais importantes trabalhos nesse sentido foi publicado por Krause
e colaboradores em 2001. Eles observaram a diferenciacdo de células epiteliais do
figado, pulmao, trato gastro-intestinal e pele. Estudos revelam a contribuicdo das CTH
para células musculares esqueléticas (FERRARI et al., 1998) e cardiacas (ORLIC et
al., 2001), pancreaticas (IANUS et al., 2003), cerebrais (EGLITIS & MEZEY, 1997) e
de parénquima hepatico (PETERSEN et al., 1999).

As células-tronco mesenquimais constituem apenas cerca de 0,001% a 0,01%
das células nucleadas da medula éssea, mas sdo aderentes e podem ser expandidas
em cultura. Elas sdo capazes de originar células do tecido conjuntivo, tais como
adipécitos, osteoblastos, condrécitos e células do estroma medular (COVAS, 2006). O
entusiasmo da comunidade cientifica com essas células-tronco é em grande parte
devido a descoberta da MAPC (“multipotent adult progenitor cells”) por Jiang e

colaboradores (2002). Estas células sao capazes de se diferenciar em endotélio,
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endoderme e ectoderme tanto in vitro quanto in vivo. Quando injetadas em um

blastocisto, participaram da formacgao de quase todos os tecidos somaticos.

1.6.4 - Plasticidade e mecanismos de acdo

A plasticidade das células-tronco adultas se refere a capacidade de uma CT
originar, além do tecido com o qual estda comprometida (esperado), outros tecidos nao
esperados (HORWITS, 2003). Os mecanismos que permitem essa flexibilidade tém
despertado crescente interesse da comunidade cientifica. Embora eles ainda nao
sejam bem esclarecidos, o microambiente parece desempenhar um papel
fundamental, principalmente no caso de lesées (BLAU et al., 2001; WATT et al., 2000).

Wagers e Weissman (2004) abordam quatro possiveis explicagdes para a
plasticidade das CT adultas: transdiferenciacao, desdiferenciacdo, multiplas CT, CT
pluripotente e fusao celular (Figura 2). A transdiferenciacao é a conversao da célula de
uma linhagem de tecido em uma célula de linhagem completamente diferente,
havendo perda de marcadores especificos e fungdo da célula original e aquisicao dos
marcadores e fungdo do novo tipo celular. Uma célula tecido-especifica poderia
também se desdiferenciar, tornando-se mais primitiva e multipotente para entao se
diferenciar em um novo tipo celular. Isso é observado em anfibios, mas nido ha
registros claros da sua ocorréncia em mamiferos. Ha ainda possibilidade de existirem
multiplas populagées de CT, cada uma se diferenciando em tipos especificos ou até
de existir uma célula pluripotente, capaz de se diferenciar em todos os tecidos. O

ultimo mecanismo seria a fusao da célula-tronco com células especificas de tecido.
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A B C D E

Transdiferenciagao | Desdiferenciagaoc Miltiplas CT CT Pluripotente Fusao Celular

Figura 2. Possiveis mecanismos para justificar a plasticidade das células-tronco

(CT) adultas. Circulos laranja e verde representam CT de tecido-especificas; circulos
azuis, CT pluripotentes; circulos verdes, células diferenciadas da linhagem laranja e
hexagonos verdes representam células diferenciadas da linhagem verde. Fonte:
Wagers e Weissman (2004).

O mecanismo de agao das células-tronco nos tecidos durante a terapia ainda
ndo é bem esclarecido. Evidéncias recentes indicam que ele envolveria trés
fendmenos distintos: transdiferenciacao, fusdo celular e efeitos paracrinos (VILAS-
BOAS et al., 2006). As primeiras duas opg¢des ajudam a explicar a plasticidade das
CT, conforme abordado. Na fusdo entre CT transplantada e célula do hospedeiro, ha a
transferéncia de conteudo celular, inclusive material genético (COLLINS et al., 2007).
De fato, a produgao de células hibridas através de fusdo ocorre espontaneamente in
vitro, de forma que moléculas de uma célula podem reprogramar a expressao génica
da outra (MEDVINSKY & SMITH, 2003). O efeito paracrino consiste na liberagéo de
citocinas e fatores de crescimento que podem estimular a proliferacao e diferenciagcao

no tecido do hospedeiro (COLLINS et al., 2007).

1.7 - Células-tronco e diabetes

Muitas doencas, tais como o Parkinson e o diabetes juvenil, resultam da morte
ou disfungao de um ou mais tipos celulares. A reposi¢cao dessas células representaria

um tratamento possivelmente para toda a vida (THOMSON et al., 1998). Nesse
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contexto, as células-tronco tém desempenhado um papel fundamental. Elas vém
sendo usadas para reparar tecidos e orgaos lesados na chamada medicina
regenerativa, que abre novas perspectivas para o tratamento de doengas crénico-
degenerativas (RIBEIRO-DOS-SANTOS et al., 2004).

Pacientes com diabetes tipo 2 podem, na maioria das vezes, controlar o seu
nivel de glicose através de mudangas de habitos de vida, (dietas adequadas e pratica
de exercicios fisicos) além do uso de farmacos hipoglicemiantes e anti-
hiperglicemiantes (ZAGURY, 2005). Tanto os hipoglicemiantes orais (por exemplo:
sulfoniluréias) quanto os sensibilizadores de insulina (metformina) costumam ser bem
tolerados pelo paciente, acarretando poucas reagdes adversas, como hipoglicemia e
flatuléncia. Os anti-hiperglicemiantes (como a acarbose) costumam estar associados a
efeitos adversos mais graves e predominantemente gastrintestinais (flatuléncia,
meteorismo e diarréia), levando a uma adesdo fraca a este tipo de tratamento
(RAMALHO & LIMA, 2006). Com o passar do tempo, mesmo com O uso de
medicacdes, 30 a 50% dos casos iréo precisar de insulinoterapia (FORTI et al., 2006),
e em geral os comprometimentos sistémicos s&o inevitaveis. Sendo assim, a utilizagéo
de células-tronco desponta como uma alternativa no tratamento do diabetes.

A existéncia de células-tronco pancreaticas é bastante controversa. Alguns
autores acreditam que elas residem entre as células diferenciadas dos ductos
pancreaticos. Outros alegam que as proprias células do ducto sdo capazes de
desdiferenciagéo para um estagio menos maduro capaz de se transformar em célula 3
(LOJUDICE et al., 2006). A participagdo de uma possivel CT pancreatica na
regeneragao deste 6rgao ainda nao é clara (BOUWENS & ROOMAN, 2005; TRUCCO,
2005).

Estudos mostram que células 8 pancreaticas podem ser originadas a partir de
células tronco da medula 6ssea, tanto in vivo (SORIA, 2001) quanto in vitro (IANUS et
al., 2003), porém, a sua capacidade de transdiferenciagdo permanece controversa.

Embora resultados experimentais sejam promissores, a maioria foi desenvolvida em
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modelos de lesao pancreatica com estreptozotocina ou pancreatectomia parcial. Ainda
que haja um quadro de faléncia de células 3 no diabetes tipo 2, pouco se sabe sobre
os efeitos da terapia celular ao longo do desenvolvimento dessa patologia. Além disso,
poucos trabalhos analisam os efeitos da terapia nas lesbes em outros 6érgaos,
decorrentes do DM tipo 2. A investigagao do potencial terapéutico dessas células em
modelo murino induzido por dieta hipergordurosa (high-fat), que representa a maioria

dos pacientes diabéticos €, portanto, de grande relevancia.

34

Revisao da literatura



2 - OBJETIVOS

2.1 - Geral

Desenvolver o modelo experimental de NASH e de indugdo do Diabetes
mellitus tipo 2 em camundongos C57BI/6 através da dieta hipergordurosa (high-fat) e
avaliar o potencial da terapia celular baseada no transplante de células mononucleares

da medula 6ssea na melhora das disfun¢des decorrentes dessa patologia.

2.2 — Especificos

e Desenvolver e caracterizar o modelo experimental de NASH baseado em dieta
rica em gordura.

e Caracterizar o modelo experimental de DM2 baseado na dieta rica em gordura.

e Avaliar o efeito das células mononucleares de medula éssea na redugédo de
alteragdes bioquimicas decorrentes do DM2.

e Determinar os efeitos da terapia celular nos tecidos-alvo dessa patologia.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1 - Indugao do diabetes e esteato-hepatite por dieta high-fat

Camundongos C57BI/6 machos e fémeas com 4 semanas de idade foram
alimentados ad libitum com duas diferentes racgdes. Foi utilizado duas ragbes
desenvolvidas pela Research Diets (high-fat e low-fat). Um grupo de animais foi
submetido a uma dieta hipergordurosa e hipercalérica (high-fat) por um periodo
minimo de 25 semanas e maximo de um ano, para avaliacdo da inducdo de
obesidade, diabetes tipo 2 e esteatohepatite. O restante foi mantido em dieta low-fat,
de mesma composigao que a high-fat, porém menor teor calérico e gordura. Os
animais foram separados de forma randémica. A composicdo das ragoes esta descrita

na Tabela 2.

Tabela 2. Composicdo das ragdes high-fat e low-fat.

Produto Low-fat | Produto High-fat
gm% kcal% gm% kcal%

Proteina 16.8 16.4 | Proteina 23.0 16.4
Carboidrato 74.3 73.1 | Carboidrato 355 25.5
Gordura 4.8 10.5 | Gordura 358 58.0
total 4.07 100.0 total 5.56 100.0

As racoes high-fat e low-fat foram desenvolvidas por Richard Surwit em 1992. Fonte:

www.researchdiets.com

Durante todo o projeto, a cada 3 meses novos grupos eram submetidos a dieta.
Foram feitos 5 experimentos com indugcao e terapia celular em tempos diferentes,

somando um total de 149 animais (119 machos e 30 fémeas) (Tabela 3).
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Tabela 3. Descricao dos experimentos quanto as suas caracteristicas.

Exp 1 Exp 2 Exp 3 Exp 4 Exp 5
60 animais
20 low-fat
(10 machos e 10
N° de animais fémeas) 30 animais 15 animais 14 animais 30 animais
no inicio do 40 high-fat 10 low-fat 5 low-fat 4 low-fat 8 low-fat
experimento (20 machos e 20 20 high-fat 10 high-fat 10 high-fat 22 high-fat
fémeas)
Se)fo d(.)s Macho e fémeas Macho Macho Macho Macho
animais
"[:emp0~de 25 semanas 25 semanas 25 semanas 29 semanas 30 semanas
inducio
2 doses com 2 doses com 2 doses com 2 doses com 2 doses com
N° de doses intervalo de 15 intervalo de 15 intervalo de 15 intervalo de 15 intervalo de 15
dias dias dias dias dias
o . 1,0 X 10" células 1,0 X 107 células 1,0 X 10" células 1,0 X 107 células 1,0 X 10" células
N° de célula

injetada / dose

mononucleares da
medula dssea

mononucleares da
medula Ossea

mononucleares da
medula dssea

mononucleares da
medula 6ssea

mononucleares da
medula dssea

Via de injecio

Plexo orbital

Plexo orbital

Plexo orbital

Plexo orbital

Plexo orbital

Sacrificio pos
terapia celular

3 e 6 meses

1,3 e 6 meses

4 meses

6 meses

3 meses

3.2 — Caracterizagao do modelo

Durante todo o periodo de indugdo do modelo, os animais foram monitorados
quanto ao peso corporal, glicose em jejum, parametros bioquimicos do plasma,

tolerancia a glicose e proteinuria (Figura 3).

Glicemia de jejum e Peso
Teste de tolerancia a glicose
Proteinuria
Parametros bioquimicos do plasma
Analise histolégica

Low-fat
F .
2
F JAJ

1 ano

Caracterizagao do modelo

High-Fat

Figura 3: Representagcao esquematica do periodo de caracterizagao do modelo.
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3.2.1 - Controle do peso corporal

O peso corpoéreo foi acompanhado individualmente a cada 5 semanas.
Medicoes individuais de peso foram obtidas com o auxilio de uma balanca, de forma a
acompanhar o seu aumento e desenvolvimento da obesidade. Os valores obtidos
foram utilizados na construgao da curva de ganho de peso corporal, no software Graph
Pad Prism 4.0.

3.2.2 — Dosagem glicémica no sangue

O nivel de glicose sanguineo foi mensurado apés um periodo de 7 horas de
jejum, com amostras de sangue da ponta da cauda do camundongo e leitura em um
glicosimetro Accu-check (Roche). As mensuragbes para dosagem glicémica e peso
corpéreo foram realizadas individualmente a cada 5 semanas durante o periodo de
inducdo. Os valores obtidos foram utilizados na construgdo da curva de glicemia, no

software Graph Pad Prism 4.0.

3.2.3 - Parametros bioquimicos do plasma

Amostras de sangue foram também coletadas durante o sacrificio dos
camundongos, ao final do experimento. Elas foram encaminhadas para analise
biogquimica no aparelho Vitros® 950 Chemistry System (Ortho-Clinical Diagnosis —
Johnson & Johnson company) no Hospital Sdo Rafael, Bahia. Foram mensurados os
niveis de colesterol total, triglicerideos, alanina transaminase (ALT) e aspartato
transaminase (AST), a fim de avaliar a alteragdo no quadro clinico decorrente da
inducéo da obesidade, diabetes e esteatohepatite. Os valores obtidos foram utilizados
na construgdo dos graficos em barra com os dados de cada pardmetro em pontos

especificos, no software Graph Pad Prism 4.0.

3.2.4 - Teste de tolerancia a glicose

Os testes de tolerancia a glicose foram realizados durante o desenvolvimento
do modelo, a fim de avaliar a intolerdncia a glicose e resisténcia a insulina,
caracteristicas do DM2. Para tal, os camundongos foram mantidos em jejum durante 4
horas, sendo injetada, apds esse periodo, uma solugéo estéril de salina contendo 2 g
de glicose/kg de peso do animal, via intraperitoneal. Amostras de sangue da cauda
foram colhidas nos periodos de 15, 30, 60 e 120 minutos apds a injecao de glicose
(Sigma, St. Louis, MO, EUA), para a medi¢cao dos niveis de glicose em glicosimetro
Accu-check (Roche).

38

Revisao da literatura



3.2.5 - Dosagem de proteinuria

Amostras de urina foram coletadas em diferentes momentos da indugao (7, 13
e 19 semanas), a fim de se determinar a presencga de proteinuria, indicativa de uma
possivel lesdo renal. Os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas durante 24
horas, sendo coletadas amostras de urina ao final desse periodo. A determinagao
quantitativa da proteinuria dessas amostras foi realizada através do teste diagndstico
Sensiprot (Labtest, Brasil). Os valores obtidos foram utilizados na construgcdo dos
graficos em barra com os dados da proteindria nos pontos especificos, com o software
Graph Pad Prism 4.0.

3.2.6 — Sacrificio e analise histolégica

Os animais foram acompanhados durante um ano de indugcdo do modelo e
foram sacrificados em pontos de 0, 6, 9, 10 e 12 meses (Figura 4). Durante o
sacrificio, foram retirados pancreas, rim, figado e coragao para verificar alteragbes
histopatoldgicas. Os tecidos foram fixados em formol 10% e inclusos em blocos de
parafina. As seccdes histolégicas foram coradas com hematoxilina e eosina para

avaliacdo das lesdes hepaticas, pancreaticas e renais.

Low-fat
F )
Yo TS 6 9 10 12
‘A j meses meses meses meses
I r

’ histolégica

High-Fat

Figura 4: Representagcao esquematica dos sacrificios e analise histoldgicas.

Para o estudo do colageno, foi realizado coloragao pelo picro-sirius vermelho,
tricrémico de Masson e reticulina, nas secc¢des hepaticas. O tecido fibroso foi
quantificado através da selegéo aleatéria de cinco areas de cada secgéo, que foram
digitalizadas para realizagdo de morfometria semi-automatica, usando o programa
Image Pro (Media Cybernetics), nas sec¢des coradas com picro-sirius vermelho e
contra-coradas com fast green.
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3.3 - Transplante de células mononucleares de medula 6ssea

Apds o periodo de indugcdo e caracterizagdo do modelo, um grupo de
camundongos alimentados com a ragdo high-fat foi submetido ao transplante de

células mononucleares de medula éssea, enquanto o outro recebeu salina.

Para a obtencdo das células mononucleares, camundongos C57BI/6
transgénicos para EGFP, com 4 a 6 semanas de idade, foram sacrificados e tiveram o
fémur e a tibia extraidos. As epifises desses ossos foram cortadas e as células da
medula deslocadas com agulha e seringa contendo meio DMEM (Dulbeco’s Modified
Eagle Medium - Hyclone, Logan, UT, EUA) suplementado com 50 ug/mL (Sigma),
procedendo as lavagens e centrifugacdes. Foi realizada, entdo, a purificagdo das
células mononucleares através da centrifugagdo em gradientes de Ficoll-Hypaque
1077 g/mL e 1119 g/mL (500 yL de cada) a 400 g, a 25°C, durante 15 minutos. Por
fim, as células foram suspensas em solugdo salina e contadas em microscopio 6ptico.

Foi analisada a sua viabilidade por exclusdo em azul de Trypan.

Uma vez isoladas e contadas, aproximadamente 1,0 X 10’ células
mononucleares da medula éssea foram injetadas na circulagdo sanguinea de cada
camundongo através do plexo orbital, em um volume total de 200 pL. Quinze dias
apos, foi realizado um novo transplante, seguindo a mesma metodologia. A dieta high-

fat foi mantida apds o transplante, até o sacrificio dos animais (Figura 5).
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Glicemia de jejum e Peso

Teste de tolerancia a glicose

Parametros bioquimicos do plasma

1x107 celulas
mononucleares de mecdula

ossea ou salina
g "
s/ T T T
_ 15 dias de
- intervalo 1 més 3 meses 6 meses
- pos-terapia pés-terapia pos-terapia

High-Fat

Analise histolégica

Moniteramenioepermanenciaidorestimulo

Figura 5: Representacao esquematica do periodo de indugdo e terapia com
células mononucleares de medula éssea.

3.3.1 — Citometria de fluxo

Uma amostra das células mononucleares de medula éssea utilizadas nos dois
transplantes foi separada para caracterizagdo por citometria de fluxo. As células
obtidas a partir de fémures e tibias de camundongos C57BI/6 transgénicos para GFP
ressuspensas em solucao salina tamponada (phosphate buffered saline — PBS) e
azida 0,05% e, apds contagem em camara de Neubauer com liquido de Turk, 10° de
células foram colocadas em um tubo no volume final de 100 yL. Em cada tubo, marcar
e incubar as células na presenca de 100 pyL dos anticorpos monoclonais conjugados
com fluorocromos, CD117, CD45, CD44, CD34, CD90, CD11b, CD31, Sca-1 para
caracterizacao fenotipica. Apés 20 minutos de incubacgio no escuro e em temperatura
de 4°C, as células foram lavadas e ressuspensas em PBS e azida 0.05%, para retirar
0 excesso de anticorpos, e colocadas em tubos Falcon especificos para citometria de
fluxo em um volume de 500 uL. As células marcadas foram adquiridas no citdmetro
FACS Calibur (Beton Dickinson, Co, USA) e analisadas através do programa Cell

Quest™ software (Beton Dickinson, Co, USA).
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3.3.2 - Medigbes de peso corporal e parametros bioquimicos do plasma

A glicemia e o peso corpéreo foram acompanhados individualmente e com a
mesma metodologia utilizada para o periodo de caracterizagdo do modelo
experimental. Amostras de sangue foram também coletadas durante o sacrificio dos
camundongos, ao longo do periodo de acompanhamento e ao final do experimento.
Essas amostras foram encaminhadas para analise bioquimica no Hospital Sdo Rafael,
utilizando os mesmo aparelhos de medi¢cdo descritos na caracterizagdo do modelo.
Foram mensurados: glicose pds-prandial, colesterol total, triglicerideos, alanina
transaminase (ALT) e aspartato transaminase (AST), a fim de avaliar os efeitos da

terapia nos animais.

3.3.3 - Teste de tolerancia a glicose

Os testes de tolerancia a glicose foram realizados durante a inducdao do
diabetes e apds o transplante, utilizando a mesma metodologia descrita na

caracterizacdo do modelo.

3.3.4 — Sacrificio e analise histolégica

Os animais tratados com células mononucleares de medula 6ssea foram
acompanhados durante 6 meses apds o transplante. Representantes de cada um dos
grupos (tratados com células mononucleares ou com salina) foram sacrificados em
pontos de um, trés e seis meses poés-transplante. Durante o sacrificio, foram retirados
pancreas, rim, figado e coragao para verificacdo de alteragdes histopatoldgicas. Os
tecidos foram fixados em formol 10% e inclusos em blocos de parafina. As secgdes
histolégicas foram coradas com hematoxilina e eosina para avaliacdo das lesbes
hepaticas, pancreaticas e renais. Foi realizada também coloragcdo pelo picro-sirius
vermelho, tricrémico de Masson e reticulina, nas secg¢des hepaticas para estudo do
colageno. O tecido fibroso foi quantificado através da selegao aleatéria de cinco areas,
que foram digitalizadas para realizagdo de morfometria semi-automatica, usando o
programa Image Pro (Media Cybernetics), nas secgbes coradas com picro-sirius

vermelho.
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3.4 - Analise estatistica

Foi realizada uma analise descritiva para a exposicdo dos resultados obtidos
em tabelas ou graficos. Medidas descritivas como minimo, maximo, média e desvio
padrao foram utilizadas. A comparagao das variaveis quantitativas foi realizada através
do teste t de Student para amostras independentes ou o teste de Analise de Variancia
(ANOVA). As conclusdes foram obtidas considerando sempre o nivel de significancia
de 5%. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Graph
Pad Prism 4.0.
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4 - RESULTADOS

4.1 — Caracterizagao do modelo

O modelo experimental de diabetes mellitus tipo 2 e esteatohepatite por dieta
high-fat foi padronizado em camundongos C57Bl/6 machos e fémeas. Para
caracterizar o modelo, foi realizado um monitoramento que incluiu medigbes periddicas
de glicemia e peso corporeo, analises de proteinuria, testes de tolerancia a glicose e

sacrificios em pontos 0, 6, 9, 10 e 12 meses para analise histoldgica dos 6rgaos.

4.1.1 - Peso e glicemia

Camundongos fémeas submetidas a dieta high-fat nao progrediram para a
hiperglicemia (dados nao mostrados) e obesidade (Figura 6) apds o periodo de
inducao. A resisténcia das fémeas ao desenvolvimento da obesidade e hiperglicemia
foi também evidenciada nas analises bioquimicas e morfolégicas dos tecidos retirados
no sacrifico apos o periodo de indugdo, nos quais nao foram detectadas alteragdes
(dados ndao mostrados). Diante desses resultados, os experimentos descritos a seguir

foram realizados apenas com camundongos machos.

O ganho de peso e o aumento no nivel de glicose plasmatica foram
significativos nos camundongos machos alimentados com a ragao high-fat quando
comparados aos camundongos alimentados com a ragao low-fat. Apés 10 semanas de
inducao, a diferengca de glicemia e peso entre os grupos ja era significativa, e esse
resultado foi o mesmo em todos o0s cincos experimentos. A progressao desses
parametros ao longo do periodo de indugao pode ser observada nas figuras 7, 8 e 9,
assim como a diferenga no tamanho dos animais entre os grupos e o acumulo de

tecido adiposo intraperitoneal observado nos animais do grupo high-fat.
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Figura 6. Peso corpodreo das fémeas durante o periodo de indugao. O ganho de
peso foi semelhante em fémeas alimentadas com ragao controle e high-fat durante 20
semanas. Numero de animais: total de 30 animais (high-fat=20 animais e low-fat=10

animais). Valores representam a médiat SEM de 10-20 animais por grupo. p>0,05.
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Figura 7. Aumento de peso nos camundongos machos durante periodo de
inducdao com dieta. Machos alimentados com ragao controle e high-fat durante o
periodo de 28 semanas de indugdo. Os grupos apresentaram diferenga
estatisticamente significante a partir da décima semana sob alimentacido das
respectivas ragoes. Valores representam a médiat SEM de 10-14 animais por grupo.

p<0,05.
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Figura 8. Acumulo de tecido gorduroso em camundongos C57BI/6 alimentados
com dieta high-fat. (A) Camundongos apds 12 meses de alimentagdo com as ragdes
low-fat (esquerda) e high-fat (direita). (B) A seta indica o0 acumulo de tecido adiposo

intraperitoneal apés 12 meses de dieta high-fat.
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Figura 9. Glicemia de jejum nos camundongos machos durante o periodo de
inducdao. Aumento dos niveis de glicose no sangue dos camundongos alimentados
com ragado high-fat durante 28 semanas de indugdo. Valores representam a
meédiatSEM de 9-10 animais por grupo. Foi observada uma diferenga estatisticamente
significante entre os grupos a partir da décima semana da indugéo, e na vigésima

oitava semana apresentaram um valor de ***p<0,0001.
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4.1.2 - Tolerancia a glicose

Testes de tolerancia a glicose foram realizados durante o periodo de indugao
do modelo, visando identificar se os camundongos apresentavam intolerancia a
glicose e uma possivel resisténcia a insulina caracteristicas do DM2. Apos 15
semanas de alimentagcdo com as rag¢des, os animais de ambos 0s grupos ainda
mostravam uma tolerancia normal a glicose, reduzindo o nivel plasmatico de glicose
rapidamente apds a sua administragao (Figura 10A). No entanto, apds cinco semanas,
observou-se uma intolerancia significativa dos animais submetidos a dieta high-fat,
representada pela dificuldade de se reduzir a glicemia tdo rapidamente como na
dosagem anterior (Figura 10B). Todos os cinco experimentos apresentaram o mesmo
padrdo alterado de intolerancia a glicose apdés 20 semanas de alimentacdo com a

racéo high-fat.
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Figura 10. Teste de tolerancia a glicose nos machos durante o periodo de
inducao. (A) Apd6s 15 semanas de dieta os grupos nao apresentaram diferenga
significativa, sendo valor de p=0,6267. (B) Apds 20 semanas o grupo high-fat mostra-
se intolerante a glicose. Nos pontos de 60 e 120 minutos, os grupos apresentaram
diferenca estatisticamente significante (***, p=0,0001 e **, p=0,0029). Valores

representam a médiatSEM de 10-14 animais por grupo.
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4.1.3 - Proteinuaria

Amostras de urina foram coletadas com o auxilio de gaiolas metabdlicas em
diferentes momentos da indugdo para dosagens de proteinuria, a fim de se detectar
uma possivel disfungao renal. As analises de proteinuria ndo apresentaram alteragao
apos o periodo de 7 semanas de indugao (Figura 11A). Na dosagem de 13 semanas,
os resultados ja indicam uma diferenga significativa entre os grupos, sendo que o
grupo controle apresentou menor concentragdo de proteinas totais na urina (Figura
11B). Essa significancia foi mantida na dosagem seguinte, com 19 semanas de
inducao, apesar do grupo high-fat apresentar uma pequena reduc¢ao da proteinuria em
relacdo aos valores da dosagem anterior. (Figura 11C). Esse padréo se repetiu em

todos os cinco experimentos deste estudo.
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Figura 11. Dosagem de proteinas totais em urina de machos durante o periodo
de indugao. (A) A avaliagdo apds 7 semanas de indugao ndo demonstrou diferenga
estatistica entre os grupos. (B) A avaliagdo apos 13 semanas de dieta high-fat
apresentou diferenca estatisticamente significante (***p<0,001). (C) A avaliagdo apds
19 semanas de dieta também apresentou diferenca estatisticamente significante entre

0s grupos (**p<0,01). Valores representam a médiatSEM de 5-14 animais por grupo.

52

Revisao da literatura



4.1.4 — Parametros bioquimicos do sangue

Ao longo do periodo de indugéo, o sangue dos animais sacrificados nos pontos
de 9 e 12 meses, foi mensurado para perfil lipidico (colesterol e triglicerideos) e
indicadores de funcio hepatica (alanina transaminase - ALT e aspartato transaminase
— AST). Os animais do grupo high-fat mostraram diferenca estatisticamente
significante em todos os parametros bioquimicos dosados em comparagao ao grupo
que recebeu ragao low-fat apdés 9 meses sob efeitos das ragbes (Figura 12). Esta
diferengca entre os grupos também foi observada nos demais experimentos com

dosagem aos 9 meses de inducgéao.
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Figura 12: Analise bioquimica dos animais com 9 meses de indugao do modelo.
O grupo high-fat apresentou niveis elevados em todos os parametros bioquimicos
testados quando comparados com o grupo low-fat. (A) colesterol; (B) triglicerideos;

(C) ALT e (D) AST. Valores representam a médiatSEM de 8-9 animais por grupo.
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O mesmo foi observado nos parametros bioquimicos dosados apds 12 meses
de alimentagdo com racdo high-fat e low-fat (Figura 13). Essa mesma diferenca

também foi observada nos demais experimentos deste trabalho.
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Figura 13. Dosagem dos parametros bioquimicos do sangue apés 12 meses de
inducao do modelo. O grupo high-fat apresentou aumento nos niveis de ALT e AST
(A), colesterol e triglicerideos (B) em comparag¢ao com o grupo low-fat ( ** p<0,001 e *
p<0,05) Valores representam a médiatSEM de + 3-9 animais por grupo.

4.1.5 — Analise histoldgica
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Durante o sacrificio dos animais, foi possivel observar que os animais
alimentados com ragéo high-fat exibiram, macroscopicamente, uma hepatomegalia
significativa, palidez do parénquima hepatico comparado com os animais low-fat, além
de nodulos hepaticos (Figura 14). Além disso, em 3 animais que receberam a ragao
high-fat foi observado presenca de nédulos hepaticos. O figado dos animais do grupo
low-fat apresentaram parénquima hepatico preservado (dados ndo mostrados). Esse

resultado foi observado em todos os cinco experimentos realizados neste trabalho.
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Figura 14. Andlise macroscopica dos o6rgados. Os animais do grupo high-fat
apresentaram um aumento no tamanho do figado em comparagao ao grupo low-fat (A)

e, em alguns casos, a presenga de nodulos hepaticos (B e C).
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A andlise histologica foi feita a partir de secgbes dos 6rgaos retirados no
momento do sacrificio coradas em hematoxilina-eosina (HE) e analise por microscopia
Optica. O tecido hepatico dos animais que receberam a dieta high-fat apresentou
intensa esteatose micro e macrovacuolar, corpusculos de Mallory e infiltrado
inflamatério (Figuras 15 e 16). Conforme observado na analise macroscopica, alguns
animais do grupo high-fat apresentaram nédulos hepaticos compativeis com adenoma
hepatoceluar (Figura 17). Em secgbes coradas pelo picro-sirius vermelho, observa-se
fibrose perisinusoidal e em alguns casos constituindo septos, caracterizando alteragao
estrutural estagio 2, achados compativeis com esteatohepatite ndo alcodlica - NASH

(Figura 18).
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Figura 15. Esteatose hepatocelular. A, detalhe da esteatose macrovacuolar; B,
esteatose microvacuolar alterando toda a arquitetura do parénquima hepatico dos

animais do grupo high-fat (Hematoxilina&Eosina, aumento da objetiva de 10x).
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Figura 16. Resultado histologico caracteristico de NASH. Seccgao histologica de
tecido hepatico de animais do grupo high-fat mostrando balonizagéo hepatocelular (A),
corpusculo de Mallory (B) e infiltrado inflamatério mononuclear (C).

(Hematoxilina&Eosina, aumento da objetiva de 10x).
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Figura 17: Presenca de adenoma nos figados de animais 12 meses apés a

alimentacgao high-fat. A, Adenoma hepatocelullar (setas) limitando bem o parénquima
hepatico com ligeira compresséo dos hepatécitos, mas sem uma capsula fibrosa
(Hematoxilina&Eosina, aumento de objetiva de 4x). B, Area selecionada marcado com
picro-sirius vermelho (aumento com objetiva de 4x). C, Zona da transi¢do entre o
adenoma e o figado ndo neoplasico. As células no adenoma séo os hepatdcitos bem
diferenciados que crescem em uma massa expansivel que comprime o figado em
torno dele (Hematoxilina&Eosina, aumento com objetiva de 10X). D, Adenoma
hepatocelular que contém hepatécitos com esteatose e veias (Hematoxilina&Eosina,

aumento com objetiva de 10x).
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Figura 18. Fibrose perissinusoidal. Depdsito de colageno em torno dos hepatécitos

juntamente com esteatose macro e microvacuolar (A) (Picro-sirius vermelho contra
corado com fast green, aumento da objetiva de 4x). Em B fibrose perissinusoidal e
formacgao de septos (Picro-sirius vermelho contra corado com hematoxilina, aumento

da objetiva de 4x). Em C marcagao de matriz conjuntiva com reticulina (objetiva de 4x).
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Apods 12 meses de indugdo do modelo através da ragao, foi realizada a analise
histolégica do rim desses animais. Foi observado que houve expansdo mesangial e
proliferacao celular no glomérulo renal dos animais que receberam ragao high-fat

quando comparados aos animais que receberam ragao low-fat (Figura 19).

Figura 19. Analise histolégica renal. Glomérulo renal com expansdao mesangial e
proliferagéo celular em camundongos do grupo high-fat (A). Glomérulo sem alteragdes

nos animais do grupo low-fat (B) (Hematoxilina&Eosina, aumento da objetiva de 40x).
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Apds 12 meses de inducdo, os animais sacrificados ndo demonstraram
alteragdes histologicas no tecido pancreatico dos animais submetidos a ragéao high-fat,
assim como os animais submetidos a racao low-fat (Figura 20) Foram analisados
também os coragbes desses animais, mas nenhuma alteragédo foi observada (dados

nao mostrados).

Figura 20. Histologia do pancreas. Corte histolégico do pancreas de camundongo do
grupo high-fat ndo apresentando alteragdes evidentes (Hematoxilina&Eosina, aumento

da objetiva de 10x).
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4.2 — Caracterizagao das células mononucleares transplantadas

As células mononucleares utilizadas nos transplantes foram caracterizadas
através de citometria de fluxo para alguns marcadores que identificam diferentes
populagdes celulares. Os marcadores utilizados foram os anticorpos GFP, CD117,
CD45, CD44, CD34, CD90, CD11b, CD31 e Sca-1. Para a caracterizagao das células
transplantadas foi utilizado 10" células mononucleares extraida da medula éssea de
10 animais EGFP+. Os resultados para todos os marcadores estao apresentados na

tabela 3.

Como foram extraidas de camundongos transgénicos para GFP, 98% das
células apresentaram expressdo de GFP. O mesmo percentual delas expressou
também CD45 (antigeno leucocitario comum), presente em todos os precursores de
leucécitos. A linhagem mieldide das células hematopoéticas apresenta fenétipo
CD11b", correspondendo a 70% do isolado. 47% das células apresentaram expressio
de CD31, que é um marcador de células endoteliais, plaquetas e leucdcitos. As
células-tronco hematopoéticas representam um pequeno percentual do total de células
da medula dssea, e apresentam marcacao CD34, CD117 e Sca-1. Por outro lado, o
CD90, presente em 7% das células, € marcador negativo para CT hematopoética e
positivo para CT mesenquimal. Estas também sao identificadas por CD117 e CD44 (2

e 80% das células, respectivamente).
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Tabela 3. Caracterizagcao da populacao de células mononucleares de medula

ossea.

Marcadores Moleculares Células marcadas (%)

GFP 98
CD117 2
CD45 98
CD44 80
CD34 1
CD90 7
CD11b 70
CD31 47
Sca-1 5

4.3 — Analises apo6s a terapia celular

Apds o periodo de indugcdao do modelo experimental, parte dos animais
alimentados com a dieta high-fat foram tratados com células mononucleares de
medula 6ssea em salina, enquanto a outra parte recebeu apenas solu¢do salina. A

dieta high-fat foi mantida mesmo apds a terapia em ambos os grupos.

4.3.1 - Peso e glicemia

O monitoramento através de mensuragées de peso e glicemia foi mantido apos
os transplantes de células mononucleares de medula, juntamente com a dieta high-fat
e low-fat. Os animais continuaram ganhando peso 3 meses apds a terapia,
independente de terem recebido células ou salina (Figura 21). Também néo foi
observada diferencga significativa na glicemia de jejum dos animais controles e tratados

(Figura 22). Esses mesmos resultados foram observados nos demais experimentos.
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Figura 21. Ganho de peso corporal dos animais apés a terapia celular.
Camundongos alimentados com dieta high-fat que receberam células de medula
Ossea (Tratado) ou salina (Salina) nao apresentaram diferenga de ganho ou perda de

peso apos a terapia celular. Valores representam a médiatSEM de 7-10 animais por

grupo.
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Figura 22. Glicemia de jejum 3 meses apdés o transplante. Camundongos
alimentados com dieta high-fat que receberam células de medula 6ssea (Tratado) ou
salina (Salina) nao apresentaram diferenca na glicemia apds a terapia celular. Valores

representam a médiatSEM de 4-5 animais por grupo.
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4.3.2 - Tolerancia a glicose

O teste de tolerancia a glicose foi aplicado novamente apés 3 meses da
terapia. A injecdo de glicose gerou menores picos de glicemia nos camundongos que
receberam célula quando comparados aos controles com salina. Apds duas horas, os
niveis de glicose eram semelhantes em ambos os grupos, ndo apresentando diferenca
estatisticamente significante (figura 23). Entretanto, esse resultado sugere uma
melhora na reagdo a sobrecarga metabdlica, indicando talvez uma maior sensibilidade
a insulina nos camundongos tratados. Foi realizado o teste de tolerancia a glicose
ap6s 3 meses da terapia celular em 3 dos experimentos realizados neste estudo, e

todos mostraram o mesmo padréo.

Y

Apos 6 meses de terapia celular, um novo teste de tolerancia a glicose foi
aplicado, e mostrou que os camundongos que receberam célula ndo apresentavam
diferencga significativa na tolerancia a glicose quando comparados aos controles com

salina (dados ndo mostrados).
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Figura 23. Tolerancia a glicose 3 meses apés o transplante. Camundongos
tratados receberam as células mononucleares de medula 6ssea e os demais
receberam apenas com salina. A glicemia apds 15 e 30 minutos da injecao de glicose,
0os grupos mostraram diferenga estatistica (* p<0,05). Valores representam a

médiatSEM de 3-5 animais por grupo.

4.3.3 - Proteinuria

Foi realizada dosagem de proteinas totais em amostras de urina coletada dos
animais 3 meses apo6s o transplante. Animais alimentados com dieta high-fat tratados,
high-fat salina nao apresentaram concentracdes significativamente diferentes (dados
ndo mostrados). Os resultados ndo indicam reversao da proteinuria dos camundongos
tratados com célula mononuclear de medula 6ssea em nenhum experimento realizado

neste trabalho.
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4.3.4 - Andlise bioquimica

O sangue coletado no momento do sacrificio de camundongos apds 3 e 6
meses de transplante foi encaminhado para analise bioquimica. Foram mensurados:
perfil lipidico (colesterol e ftriglicerideos) e indicadores de fungao hepatica (alanina
transaminase - ALT e aspartato transaminase — AST). Todos esses parametros
encontravam-se aumentados nos animais do grupo high-fat quando comparados aos
animais que receberam ragao low-fat. Apoés 3 meses da terapia celular os paradmetros
bioquimicos mensurados n&o apresentaram diferenca estatisticamente significante
entre os animais tratados com célula mononuclear de medula 6ssea e os animais que
receberam salina (Figura 24). Foi realizada esta analise em dois experimentos deste
trabalho e ambos apresentaram o mesmo resultado. Porém, houve uma reducéao
significativa naqueles que receberam as células mononucleares de medula dssea,
mesmo mantendo a dieta hipergordurosa apds 6 meses do transplante (Figura 25). Os
parametros mensurados e os valores encontrados para os animais transplantados e
nao transplantados estdo apresentados nos graficos abaixo, assim como o nivel de
significancia. So foi realizada esta analise em apenas um dos cinco experimentos

realizados.
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Figura 24. Parametros bioquimicos do plasma. Analise bioquimica do plasma do
colesterol p=0.7353 (A), ALT p=0.8681 (B) e AST p=8097 (C) entre os camundongos
do grupo salina e medula ap6s 3 meses da terapia celular. Valores representam a

médiatSEM de 2-5 animais por grupo.
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Figura 25. Parametros bioquimicos mensurados no plasma de camundongos 6

meses apos a terapia. Dosagem de ALT (A), AST (B), triglicerideos (C), e colesterol

(D), sendo **p<0,05. Valores representam a médiatSEM de 2-4 animais por grupo. Os

animais controle receberam racao low-fat; animais HF-salina receberam ragao high-fat

e salina; animais HF-medula receberam ragéo high-fat e foram tratados com células

mononucleares da medula éssea.
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4.3.5 — Analise histolégica apoés a terapia

Seccdes de pancreas, figado e rim dos camundongos foram avaliadas
morfologicamente e morfometricamente por microscopia 6ptica 1, 3 e 6 meses apds o
tratamento. Nao foram observadas alteragcdes no tecido renal e pancreatico dos
animais submetidos a terapia quando comparados aos animais que receberam
solugdo salina (dados ndo mostrados). Assim com também n&o foi evidenciado
alteragdes histologicas em nenhum 6rgao analisado (figado, rim, pancreas) entre os

grupos salina e tratado nos sacrificios de 1 e 3 meses apos transplante.

Todos os animais do grupo high-fat, tratados com células e os que receberam
solucdo salina, apresentaram esteatohepatite. Entretanto, os animais tratados com
células mononucleares de medula 6ssea apresentaram menos esteatohepatite
macrovacuolar em relagdo aos animais que receberam solugdo salina, mas o0 mesmo
nao foi observado para a esteatose microvacuolar (Figura 26). Este resultado foi
observado com evidéncia em um dos cinco experimentos com analise aos 6 meses
ap6s ftransplante, e nos demais experimentos esta diferenca da esteatose
macrovacuolar entre o grupo tratado com células mononucleares de medula 6ssea e

solucdo salina nao foi evidenciado.
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Figura 26. Micrografias de secgdes histologicas de tecido hepatico. Animal
controle mostrando tecido hepatico normal (A), animal high-fat 6 meses apds receber
solugao salina mostrando tecido hepatico com esteatose micro e macrovacuolar, foco
inflamatério e balonizagdo hepatocelular (B e C), e animal high-fat 6 meses apés
terapia celular, mostrando uma diminuicdo de esteatose macrovacuolar (D).

Hematoxilina-eosina, objetiva de 20X.
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Para a avaliagcao da fibrose no figado, as secgbes foram coradas com picro-
sirius vermelho. A analise dessas laminas demonstrou uma fibrogénese hepatica ao
longo dos espagos perissinusoidais, em todos os animais alimentados com racao high-
fat (Figura 27). Foi observada uma diminuigao do depdsito de colageno nos animais
tratados com células de medula 6ssea quando comparado com os animais que
receberam solucdo salina. Este resultado foi evidenciado no sacrificio de 3 e 6 apds a

terapia celular, mas nao nos animais com 1 més de tratamento.

Figura 27. Secg¢oes de figado coradas com picro-sirius vermelho. Figado de
animal alimentado com dieta low-fat, sem evidéncia de fibrose (A); Figado de animal
alimentado com dieta high-fat 6 meses apds receber injecdo de solugcido salina,
mostrando tecido hepatico com esteatose micro e macrovacuolar e fibrose
perissinusoidal (B), Figado de animal alimentado com dieta high-fat 6 meses apoés

terapia celular, mostrando uma redugéao da fibrose (C). Objetiva de 20X.
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A fibrose foi quantificada por morfometria. Um més apds a terapia celular, ndo

foi registrada uma diferenga na fibrose perissinusoidal entre animais tratados com

células e os que receberam solugdo salina. Apés 3 meses, os camundongos que

receberam célula-tronco exibiram redugéo significativa, o que foi mantido no sexto més

pos-transplante, mesmo mantendo a dieta hipergordurosa (Figura 28). A quantificacao

da fibrose de 3 e 6 meses pos terapia foi realizada em apenas um experimento dos

cinco realizados neste trabalho. Nos demais experimentos a observagao da fibrose foi

evidenciada na analise microscopica das secgodes do figado.
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Figura 28. Morfometria da fibrose hepatica apés o transplante. Ndo houve

diferenga entre os animais tratados e nao tratados apds 1 més da terapia (A), apds 3

e 6 meses, houve uma redugao da fibrose nos animais tratados em comparagao com

0s animais nao tratados (**p<0.001) (B e C). Valores representam a médiatSEM de 5-

12 animais por grupo.
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5 - DISCUSSAO

5.1 — Indugao do modelo de diabetes tipo 2 e NASH

Embora a patogénese do diabetes tipo 2 seja complexa, alguns estudos ja
comprovaram que o estabelecimento da doenga envolve fatores poligénicos e
ambientais (PARILLO et al., 2004).

Atualmente, tém sido utilizados em muitos estudos como modelos
experimentais de diabetes mellitus tipo 2 camundongos geneticamente modificados
(SRINIVASAN & RAMARAO, 2007) ou camundongos diabéticos induzidos
quimicamente (EVANS et al, 1965; BROSKY & LOGOTHETOPOULOS, 1969).
Contudo, tais camundongos sdo modelos monogénicos (CHUA et al., 1996) ou
induzidos por uma destruicdo toxica as células beta pancreaticas, e o diabetes
desenvolvido ndo é decorrente da influéncia de fatores ambientais. Diante disto, é
possivel inferir que o quadro apresentado por estes animais diverge clinicamente do
que realmente ocorre na maioria dos pacientes diabéticos que se apresentam no
consultorio médico.

Estudos indicam que o consumo de uma dieta hipercaldrica e a consequente
obesidade sédo duas das principais causas de DM2 (MALEKI et al., 2005; KARASAWA
et al., 2008). Deste modo, estabelecer um modelo murino de DM2 relacionado a
ingesta de dieta hipercaldrica e obesidade em camundongos saudaveis € de extrema

importancia para os estudos nesta area.

A predisposicao genética dos camundongos C57BI/6 aliada a dieta
hipergordurosa os torna um importante modelo de DM tipo 2 (ALIMIND & KAHN,
2004). Em modelo murino, a ingesta de gordura, e ndo necessariamente de teor
caldrico, representa o maior estimulo para o desenvolvimento da obesidade na doenca

(PETRO et al., 2004).
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Nesse trabalho, machos alimentados com dieta high-fat desenvolveram
obesidade, hiperglicemia e intolerancia a glicose, indicio de resisténcia a insulina
caracteristica do DM2. Esses resultados corroboram com outros estudos nesse
modelo, onde foi observado também uma progressiva hiperinsulinemia (PAREKH et
al., 1998) e disfuncdo das células B (WINZELL & AHREN, 2004). N3o foi realizada a
dosagem de insulina para verificar alteragdes funcionais nas ilhotas pancreaticas, mas
a anadlise histologica ndo detectou alteragbes morfoldgicas apds todo tempo de
indugcdo. O mesmo também nao foi observado no trabalho de Parekh e colaboradores

(1998).

Segundo Schmid e colaboradores (2004), camundongos C57BL/6 alimentados
com dieta hipergordurosa constituem um modelo representativo de DM2 por
desenvolverem caracteristicas semelhantes ao diabetes humano. Karasawa e
colaboradores (2008) também constataram que camundongos alimentados com dieta
high-fat desenvolveram obesidade e diabetes severo, caracterizado por hiperglicemia,
glicosuria e aumento dos niveis de HbA1c. Segundo os resultados do estudo realizado
por Wei e colaboradores (2004), os camundongos alimentados com dieta hipercaldrica
chegaram a pesar, no minimo, 8 gramas a mais que os controles, com apenas 9
semanas de indugdo do diabetes. Dados semelhantes foram observados no presente
trabalho quando os animais alimentados com dieta high-fat, apresentaram diferenca

significativa no ganho de peso a partir da décima semana de indugéo.

A tolerancia a glicose diminuida e a glicemia de jejum alterada refletem estados
patologicos da resisténcia a insulina (YATES et al, 2007). A intolerancia a glicose
observada nos camundongos diabéticos, neste estudo, caracteriza o estado de
resisténcia a insulina. Hull e colaboradores (2005), em estudo em que camundongos
foram alimentados com dieta hipergordurosa, néo evidenciaram hiperglicemia e
intolerancia a glicose. Uma possivel explicacdo para esta divergéncia de resultados

seria uma diferenca de composicao da dieta utilizada entre os estudos.
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Ja a resisténcia das fémeas ao desenvolvimento do diabetes pode estar
associada a uma protegdo conferida pelo estrogeno. Esse hormoénio participa da
manutencdo da homeostase da glicose e existem evidéncias de que ele reduz a
incidéncia do DM em humanos e camundongos. Em murinos, o estrogeno atua no
tecido adiposo e na prevencgao do diabetes, na estimulagdo do metabolismo de acidos
graxos e supressao de gliconeogése no figado e na protecdo das células beta em

condig¢des de estresse oxidativo (LOUET et al., 2004).

As analises bioquimicas do sangue para perfil lipidico e indicadores de fungéo
hepatica foram realizadas nove e doze meses apds a indugio. A dieta hipergordurosa
acarretou uma elevacao dos niveis séricos de ftriglicérides e colesterol total. Essa
alteragao no perfil lipidico indica uma dislipidemia, que é caracteristico do DM2. Outros
estudos no mesmo modelo realizaram essas dosagens em menores tempos de
indugdo e também encontraram valores significativamente mais elevados de
triglicerideos e colesterol apés 8 (SCHAFER et al., 2004) e 13 semanas de
alimentagao hipergordurosa quando comparada a controle (WEI et al., 2004). Deste
modo, € possivel inferir que os animais diabéticos desenvolveram um desequilibrio
metabdlico global, decorrente do estresse oxidativo a que sdo submetidos pela

hiperglicemia cronica.

Segundo Wei e colaboradores (2004), o perfil lipidico exibido pelos
camundongos diabéticos diverge discretamente das mudangas observadas em
humanos. Em seu estudo, os camundongos mostraram um aumento de colesterol
total, de triglicerideos e de HDL, enquanto que normalmente o perfil lipidico de
pacientes com diabetes tipo 2 é caracterizado por um aumento de triglicerideo sérico,
aumento dos niveis de VLDL e redugcdo de HDL. No estudo desenvolvido por
Karasawa e colaboradores (2008), a hipercolesterolemia também foi observada nos
camundongos obesos e diabéticos, sendo compativel com os resultados obtidos neste

trabalho.
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A dislipidemia é um fator de risco para a aterosclerose e glomerulosclerose
(BONNET & COOPER, 2000). Para analisar a fungao renal, foram dosadas proteinas
totais na urina dos animais. A proteinuria observada ja com 13 semanas nos
camundongos alimentados com a dieta high-fat indica o comprometimento tubular que
€ caracteristico da nefropatia diabética (ALPERS, 2005). Tais achados corroboram
com a analise histopatolégica renal, que apresentou expansdo de matriz mesangial
glomerular difusa e proliferagdo celular mesangial, representando manifestagdes
precoces classicas da nefropatia diabética. Resultados similares foram observados por
Wei e colaboradores (2004), que demonstraram alteragdes estruturais e funcionais do
glomérulo de camundongos C57BI/6 apés 13 semanas de dieta rica em gordura

saturada e também em modelo suino (LIU et al., 2007).

Associado a dislipidemia, obesidade e hipertensao, a DHGNA ¢é considerada a
manifestacdo hepatica na sindrome metabdlica (MOSCATIELLO et al.,, 2007). O
conhecimento sobre a patogénese e desenvolvimento de novas terapias para uma das
suas formas, a esteatohepatite ndo alcodlica (NASH), é limitado por falta de modelo
experimental que represente a condigdo em humanos. Alguns trabalhos tém se
voltado para a reprodugdo dessa patologia em ratos, através da inducao por dieta
hipergordurosa (LIEBER et al., 2004; SVEGLIATI-BARONI et al., 2006). No presente
trabalho, os camundongos submetidos a dieta high-fat apresentaram elevagao no nivel
sérico das aminotransferases e alteragdes histolégicas no figado, caracteristicas do
NASH, como: esteatose micro e macrovacuolar, inflamacgao, fibrose perisinusoidal,

balonizacéo dos hepatdcitos e corpusculos de Mallory.

Segundo Mattos (2005), a presenca de dislipidemia (hipercolesterolemia,
hipertrigliceridemia, ou ambas) e a resisténcia a insulina sdo achados freqiientes nos
pacientes com DHGNA, sendo referidos em 20% a 80% dos casos e, quando
associados a aumento de transaminases hepaticas, reforca a suspeita clinica de

DHGNA. Ito e colaboradores (2006), em estudo com modelo murino de diabetes tipo 2
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com dieta hipergordurosa ad libitum, descreveram um aumento de AST e ALT nos
camundongos obesos, bem como hepatomegalia significativa a macroscopia.
Observacboes semelhantes foram evidenciadas em nosso trabalho. Deng e
colaboradores (2005), em modelo murino de diabetes tipo 2 com dieta hipergordurosa
administrada por via intragastrica, também relataram o desenvolvimento de obesidade,
DM2 e NASH caracterizada por um aumento das transaminases hepaticas e
hepatomegalia a macroscopia. Segundo Ota e colaboradores (2007), a dieta
hipergordurosa oferecida aos camundongos aumenta a massa do figado,

caracterizando a hepatomegalia, e altera parametros metabdlicos.

Os critérios histolégicos adotados para o diagnéstico de NASH, porém, variam
segundo os diversos autores (MATTOS et al, 2005). Em um encontro de consenso
sobre NASH realizado pelo NIH (National Institutes of Health, 1998), um grupo de
patologistas estabeleceu, como critérios histolégicos para o diagnéstico, a presenga de
esteatose com lesdo hepatocelular associada a, pelo menos, um dos seguintes
achados: corpusculos de Mallory ou fibrose sinusoidal e injuria hepatocelular definida
como degeneracdo balonizante dos hepatocitos. Todos esses critérios histologicos

descritos acima foram encontrados em nosso trabalho.

Varios trabalhos sobre NASH utilizaram um modelo experimental induzido com
dieta de MCD, que exibe caracteristicas histolégicas similares aquelas observadas nos
pacientes de NASH (GREEN, 2003). Entretanto, o tratamento com dieta de MCD
diminui o peso corpdreo € aumenta a sensibilidade a insulina em camundongos,
caracteristicas raramente vistas nos pacientes com NASH (KIRSCH et al., 2003;
MARCHESINI et al., 2003; RINELLA & GREEN, 2004). Considerando a etiologia
diversa de NASH humano, o impacto direto da composicdo da dieta assim como
diferencas da espécie no desenvolvimento de NASH sio assuntos criticos a serem

considerados.
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Uma hipdtese para explicar a patogénese da NASH envolve o acumulo de
lipidios no figado mediado por uma resisténcia a insulina. O aumento de acidos graxos
livres tem papel fundamental tanto no acumulo de lipidios em si, quanto na resisténcia.
A resisténcia a insulina induzida no figado pela dieta hipergordurosa € mediada pelo
TNF-a e acidos graxos livres, justificando a relagdo da esteatohepatite com a

obesidade e inflamacao (SVEGLIATI-BARONI et al., 2006).

O progresso na compreensao total da patogénese do NASH foi impedido pela
falta dos modelos experimentais que reproduzem adequadamente as caracteristicas
da doenca humana (SVEGLIATI-BARONI et al., 2006). Enquanto diversos modelos da
esteatose existem, poucos modelos de esteato-hepatite estdo disponiveis (NANJI,
2004). Neste trabalho descrevemos um novo modelo murino espontédneo de NASH
induzido simplesmente através da alimentagao composta pelo alto teor de gordura em

C57BL/6 nao obesos e nao manipulados geneticamente.

Camundongos submetidos a dieta high-fat apresentaram elevagdo no nivel
sérico das aminotransferases e alteragdes histolégicas no figado, caracteristicas do
NASH, tais como esteatose micro e macrovacuolar, inflamacgao, fibrose perisinusoidal
e septal, balonizagdo dos hepatdcitos e corpusculos de Mallory. Tais alteragdes,
associadas com obesidade, hiperglicemia e dislipidemia, s&o igualmente descritas em

humanos com NASH e sindrome metabdlica (MARCHESINI, et al., 2001)

Além disso, observamos, em trés animais alimentados com dieta high-fat, a
presenga de neoplasia no figado. Esse tumor € composto por hepatdcitos bem
diferenciados formando nédulos expansivos que comprimem o parénquima do figado.
Nao foi observada uma invasao vascular das células neoplasicas. O tumor foi
classificado como adenoma hepatocelular baseado na diferenciacdo dos hepatdcitos,
na densidade celular similar aquela do tecido circunvizinho nao-neoplastico e na

auséncia da invasdo vascular (International Consensus Group for Hepatocellular
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Neoplasia, 2009). Entretanto, ndo podemos descartar totalmente a possibilidade de
desenvolvimento de carcinomas hepatocelulares bem diferenciadas (CHC), ja que a
diferenciacdo de CHC e adenoma hepatocelular € muito sutil. Resultados de adenoma
hepatocelular e CHC foram relatados em outros modelos murinos experimentais de
DHGNA (SHIOTA, 2005; WATANABE, et al.,2005). Camundongos deficientes de
PTEN, por exemplo, apresentam alteragdes no figado similares a descrita em NASH e
também desenvolvem adenoma hepatocelular e CHC (WATANABE et al.,, 2005).
Entretanto, este modelo ndo desenvolve caracteristicas de sindrome metabdlica,
diferentemente do modelo descrito em nosso trabalho. Além disso, nés nao
encontramos relatos de casos humanos de NASH relativos a mutagdes especificas
neste gene. Shiota (2005) descreveu o desenvolvimento de adenoma hepatocelular e
CHC em camundongos transgénicos que nao expressava o receptor do acido
retindico. A perda da sinalizagdo do acido retindico danifica a f-oxidagao mitocondrial
de acidos graxos e causa esteatose hepatica (SHIOTA, 2005). A hepatocarcinogénese
esta associada a ativacao da via Wnt e ao estresse oxidativo. Recentemente, Paradis
e colaboradores descreveram a presenga de CHC bem diferenciado associado com
adenoma hepatocelular em pacientes com sindrome metabdlica em figados sem
fibrose significante (PARADIS et al.,2009). Os autores sugerem que a progressao
conhecida da fibrose a cirrose e daquela a CHC nao seja o caminho principal ao
desenvolvimento de CHC no contexto da sindrome metabdlica. E possivel que os
fatores relativos a sindrome metabdlica sejam reconhecidos como o fator de risco
potencial para CHC tal como a obesidade, diabetes tipo 2, hiperinsulinemia, espécies
reativas de oxigénio e peroxidacdo de lipideo envolvidos na oncogénese dos
hepatécitos nos seres humanos, assim como no modelo de DHGNA apresentado
neste trabalho (EL-SERAG, et al., 2004; NAIR et al., 2002; CALDWELL et al., 2004;
HU et al., 2002). A presenga de adenoma associados a CHC em muitos casos sugere
que o mecanismo envolvido na progressdo do adenoma para CHC é uma via ainda a

ser investigada.
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O modelo descrito no presente trabalho reproduz todos os indices clinicos da
DHGNA e de NASH, possuindo um desenvolvimento espontaneo de DHGNA, que
progride para a NASH sem outra intervencéo. Além disso, apresenta fibrogénese do
figado e progressao para neoplasia em alguns casos. Portanto, reproduz a patologia
humana, representando uma promissora ferramenta de estudo da esteatohepatite nao-

alcodlica, assim como para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas.

5.2 - Terapia celular

Apo6s o periodo de indugdo do diabetes tipo 2, os animais alimentados com a
racao high-fat foram submetidos ao transplante de células mononucleares de medula
o0ssea (CMMO), enquanto a outra parte recebeu solugéo salina. Zago e colaboradores
(2005) afirmam que o transplante de CMMO é hoje a unica forma de tratamento com
células-tronco humanas cuja aplicagao ja faz parte do arsenal médico no mundo todo
e € largamente empregada para tratar leucemias, linfomas e algumas doengas

hereditarias.

Os estudos que investigam os efeitos da terapia com célula-tronco no diabetes
mellitus sao realizados em modelos de pancreatectomia parcial (LECHNER et al.,
2004) ou lesao nas ilhotas pancreaticas, comumente induzida pela estreptozotocina
(CHOI et al., 2003; HESS et al., 2003; SORIA et al., 2000). Essa droga provoca a
destruicdo seletiva de células beta e tem efeito maior quando administrada em
multiplas doses de baixa concentracao, sendo muito utilizado para gerar a lesdo na
investigagao de alternativas de tratamento, inclusive em estudos de regeneracéo do
pancreas (CHOI et al., 2003). Outros autores utilizam camundongos transgénicos,
simulando o diabetes decorrente de mutagdes monogénicas, sendo muito especifico e

pouco representativo (ENDE et al., 2004; TANEERA et al., 2006).
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Hess e colaboradores (2003) observaram que células-tronco de medula dssea
iniciam o reparo da lesao pancreatica induzida pela administragdo de estreptozotocina,
revertendo a hipoinsulinemia e hiperglicemia em camundongos C57BIl/6. Esses
pesquisadores encontraram células derivadas de medula 6ssea que expressavam
insulina no pancreas, porém a sua baixa frequéncia e a auséncia de outros
marcadores de células 3 indicam que a melhora provavelmente resultou do estimulo a
regeneragdo enddgena do tecido. Multiplas injecbes de células de medula dssea
também restauraram as ilhotas pancreaticas lesadas pela estreptozotocina,
normalizando a glicemia e a tolerancia a glicose em camundongos diabéticos no
estudo realizado por Benerjee e colaboradores (2005). Os autores nao realizaram
ensaios para a identificagdo de uma possivel transdiferenciagdo das células
transplantadas. Um estudo recente demonstrou a derivagao de células produtoras de
insulina a partir de células-tronco embrionarias humanas in vitro. Estas células foram
entdo transplantadas para camundongos imunodeficientes, cujas ilhotas pancreaticas

foram lesadas com estreptozotocina, revertendo a hiperglicemia (JIANG et al., 2007).

A pesquisa voltada para a terapia celular no DM tem visado principalmente a
regeneragdo das ilhotas pancreaticas, restabelecendo a produgido de insulina. O
modelo desenvolvido nesse trabalho nao reproduziu a lesdo no péancreas, de forma
que nao foi investigada uma possivel participacdo das células transplantadas nessa
regeneragao. Porém, a resisténcia a insulina € um fendbmeno precoce e de grande
relevancia na obesidade e DM2 (STUMVOLL et al., 2005), de forma que o modelo
simula as condi¢des mais comuns do DM2, permitindo uma compreensao do real
potencial da terapia com células de medula 6ssea para a maioria dos pacientes

diabéticos. A sua utilizacdo na investigacao dos efeitos da terapia celular é inédita.

O aumento de peso corpéreo e a hiperglicemia de jejum nao foram alterados
pelo transplante de CMMO até 6 meses apos a terapia. Parekh e colaboradores (2005)

demonstraram que essas caracteristicas podem, até certo ponto, ser revertidas
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apenas pelo retorno a dieta de baixo teor de gordura. Assim, a persisténcia do
estimulo (dieta high-fat) apés o transplante pode estar associada a manutengéo
desses parametros. Entretanto, existe uma dificuldade dos pacientes diabéticos
alterarem seu estilo de vida, sendo fundamental a busca por terapias que dependam o

minimo possivel dessa mudanca.

Apesar de néo ter sido observada uma reducdo da glicemia de jejum apods
transplante, o teste de tolerancia a glicose mostrou uma melhora na curva glicémica
nos camundongos que receberam CMMO apds 3 meses da infusdo. Esse resultado
reflete uma melhor reagcdo a sobrecarga metabdlica. A possivel recuperagdo do
metabolismo se reflete também na melhora significativa do perfil lipidico dos
camundongos que receberam células infundidas 6 meses antes, embora este

resultado ainda precise ser repetido.

Essa recuperacdo dos camundongos que receberam CMMO quando
comparados aos que foram injetados apenas com solucao salina pode estar associada
a um aumento da sensibilidade a insulina. A recuperagao da lesao gerada no figado
parece ser independente de processos de transdiferenciacao e fusao celular, ainda
que estes ndo tenham sido avaliados no trabalho. Nesse modelo, parece mais
provavel que o mecanismo de acdo das CMMO seja através de efeitos paracrinos,
liberando mediadores que influenciam a cascata de sinalizagdo da insulina ou
modelando a liberacdo dos mesmos por outras células e garantindo uma reducéo da

resisténcia a insulina e, consequentemente, uma melhor tolerancia ao horménio.

O trabalho de Ende e colaboradores (2004) abordam a lesao de outro tecido-
alvo do DM2 além do pancreas, o rim. O transplante de células de cordao umbilical
humano em camundongos com DM2 atenuou a hipertrofia glomerular e a dilatagéo
tubular, indicando uma recuperagéo da lesdo renal gerada pelo diabetes. Apesar dos

resultados indicarem lesdo renal nos camundongos alimentados com a dieta high-fat
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no nosso modelo, a proteindria gerada durante o periodo de indugao nao foi revertida

apos a terapia celular.

A terapia com células-tronco é bastante estudada em inumeras lesdes
hepaticas, entretanto ndo foram encontrados trabalhos em NASH descritos na
literatura. No modelo utilizado nesse trabalho, foi observada, na analise histoldgica,
uma reducgao da fibrose e da esteatose macrovacuolar, mas ndo microvacuolar, apds a
terapia celular. Tais observagées nao foram observadas com mesma intensidade em
todos os experimentos. A esteatose macrovacuolar esta relacionada a alteragdes no
metabolismo de lipidios, acarretando um maior aporte a partir de depdsitos periféricos,
sintese aumentada e dificuldade de exportacdo e/ou oxidagdo. Ja a microvacuolar
decorre de defeito na oxidagao mitocondrial de acidos graxos, refletindo uma alteragao

mais grave do metabolismo celular (FREITAS & COTRIM, 2006).

A melhora no tecido hepatico atribuida a infusdo de CMMO esta provavelmente
relacionada a uma recuperagao metabdlica de maior sensibilidade a insulina nos
tecidos periféricos, além de efeitos locais no figado. A adiposidade central, por
aumentar o fluxo de acido graxo livre para o figado através da circulagdo portal,
colabora com a deposigdo de gordura no figado, tornando-o resistente a insulina, e
reduzindo a sua capacidade de extragdo de insulina, o que piora a hiperinsulinemia
(WAJCHENBERG et al., 2006). Sabe-se que a esteatose hepatica da resisténcia a
insulina & causada pelo acumulo de SREBP-1c (sterol regularory element-binding
proteins), que esta elevado em resposta aos altos niveis circulantes de insulina. O
nivel elevado de SREBP-1c nuclear aumenta a expressao de genes lipogénicos, a
sintese de acidos graxos e o acumulo de triglicérides (ZECCHIN & SAAD, 2006) e,
quando inapropriadamente elevado, o excesso alimentar levara ao acumulo de lipides
em tecidos ectopicos (células ndo adiposas), como hepatdcitos e células beta
pancreaticas, causando danos a esses tecidos (WAJCHENBERG et al., 2006). No

presente estudo, as CMMO poderiam estar atuando na cascata de sinalizagdo da
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insulina, proporcionando uma reducao da resisténcia e, assim, aliviando os seus
efeitos como o acumulo de acidos graxos nos hepatdcitos, como um efeito

imunomodulador.

Diferentemente da esteatose, a reducdo da fibrose proporcionada pelo
transplante de CT em lesdo hepatica é bem relatada na literatura. Como nos demais
tecidos, o mecanismo de atuagao da célula-tronco no figado permanece controverso.
Alguns estudos atribuem a redugao da fibrose hepatica a transdiferenciagdo das CT
(JANG et al., 2004) e outros, a sua fusdo com hepatdcitos (WANG et al., 2003). O
terceiro mecanismo, a acdo paracrina, prevé a participagdo das CT no processo

dindmico de fibrose hepatica e vem recebendo uma maior atencao na atualidade.

Durante a fibrogénese, a matriz extracelular (MEC) é alterada quantitativa e
qualitativamente, resultado da interagéo entre fatores fibrogénicos e antifibrogénicos.
Em resposta a uma leséo, as células estreladas do figado sofrem um processo de
ativacdo, tornando-se fibroblastos e miofibroblastos contrateis, que sintetizam
elementos da matriz extracelular (colagenos, elastina, proteoglicanos e proteinas de
constituicdo). Essa ativacao é dependente de citocinas e outros estimulos locais, como
o TGF-B (transforming growth factor- 3), PDGF (platelet-derived growth factor) e TNF-a
(tumor necrosis factor) (ANDRADE, 2005; FRIEDMAN, 2000). Quando o estimulo
fibrogénico ainda nao induziu uma deposicdo excessiva de componentes da MEC
acompanhada de distor¢do da arquitetura hepatica, o processo pode ser reversivel.
Pode ocorrer a liberacao de metaloproteinases (MMP — matrix metalloproteinase) que

degradam o colageno intersticial e da membrana basal (PEREIRA, 2006).

Nesse sentido, Sakaida e colaboradores (2005) observaram que as células de
medula 6ssea transplantadas em camundongos cirréticos migraram para as fibras e
apresentaram forte expressdo de MMP-9, acarretando uma redugao da fibrose. Outros

estudos indicam que essa melhora pode estar associada a redugao dos niveis de
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TGF-B (OLIVEIRA et al., 2007). Apesar de nao ter sido avaliada a migragcao das
células de medula para o figado, a redugao da fibrose observada em nosso modelo
provavelmente esta associada também a agdes paracrinas. E importante ressaltar que
a dieta high-fat continuou sendo oferecida aos camundongos mesmo apos a terapia

celular, sendo os resultados obtidos atribuidos exclusivamente a atuagdo das CMMO.

Nesse trabalho a terapia com células mononucleares de medula 6ssea néao
reduziu o peso corpdreo dos animais obesos e diabéticos trés e seis meses apos a
terapia, e também n&o observamos reducéo da glicemia de jejum dos animais. Porém,
trés meses apds a terapia, observamos redugao da intolerancia a glicose nos animais
alimentados com dieta high-fat, além de apresentarem uma reducdo da fibrose
perissinusoidal no figado apds 3 meses de terapia e esta diferenga se manteve até 6
meses apds a terapia, o que pode sugerir um efeito paracrino das células

mononucleares de medula éssea.
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6 — SUMARIO DE RESULTADOS

e Camundongos C57BI/6 machos alimentados com dieta hipergordurosa desenvolvem
hiperglicemia, obesidade, intolerancia a glicose e proteinuria, além de reproduzir uma
esteato-hepatite nao-alcodlica (NASH) semelhante a condicdo em humanos.

Constituem, portanto, um modelo representativo do diabetes mellitus tipo 2 humano.

e Camundongos C57BI/6 machos alimentados com dieta high-fat desenvolvem
esteato-hepatite nao-alcodlica (NASH) apresentando esteatose macrovacuolar e
microvacuolar, balonizagdo dos hepatécitos, corpusculo de Mallory, inflamacgéao e

fibrose perisinusoidal semelhante a condigdo em humanos.

e Camundongos C57BIl/6 fémeas ndo desenvolvem obesidade, hiperglicemia e DM2

quando submetidas a mesma dieta que os machos.

¢ A terapia com células mononucleares de medula éssea nao reduz o peso corpéreo

dos animais C57BI/6 machos obesos e diabéticos.

e Trés e seis meses apos a terapia, nao foi observada redugéo da glicemia de jejum

dos animais.

e Trés meses apds a terapia, observou-se redugcido da intolerdncia a glicose nos

animais alimentados com dieta high-fat.

e Houve uma redugédo da fibrose perissinusoidal no figado apds 3 meses de terapia e

esta diferenga se manteve até 6 meses apés a terapia.
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