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Resumo

O diabetes mellitus do tipo 1 ¢ uma doenga autoimune Orgao-especifica, mediada por células T e ¢
caracterizada pela destruicdo seletiva de células [ pancreaticas produtoras de insulina. O tratamento
convencional ¢ feito com insulina e outras abordagens terapéuticas sdo limitadas, como o transplante de
ilhotas pancreaticas. Esse cenario estimula novas pesquisas em busca de alternativas terap€uticas, tais como o
tratamento com células-tronco. As células estromais mesenquimais (MSCs) possuem capacidade de
diferenciar-se em outros tipos celulares, de migrar para tecido lesados, de modular o sistema imunologico e de
secretar diversas citocinas e fatores de crescimento. O diabetes experimental pode ser induzido através de
multiplas doses de estreptozotocina (STZ) em camundongos de linhagens suscetiveis, no qual o efeito toxico
da droga promove a liberacao de antigenos das células beta pancreaticas e estimula uma reagdo imune contra
essas células. Muitos estudos t€ém mostrado a relag@o de células T reguladoras e células T produtoras de IL-17
(Th17 e Tc17) na patogénese de diversas doengas autoimunes, no entanto, a real fungdo dessas células no
diabetes ndo esta totalmente esclarecida. Desta forma, o presente estudo teve dois objetivos principais: (I)
avaliar a populacdo de células T reguladoras e células T produtoras de IL-17 no modelo de diabetes induzido
por STZ em camundongos C57BL/6 e (II) avaliar o potencial terapéutico de células estromais mesenquimais
(MSCs) humanas nesse modelo experimental. Os periodos iniciais de desenvolvimento do diabetes foram
marcados por uma diminui¢do na expressao de moléculas reguladoras CTLA-4, GITR e PD-1 na superficie
das células T CD4°CD25" no bago dos animais diabéticos e aumento na quantidade de células T CD4 CD25"
positivas para Foxp3 e células T produtoras de IL-17 nos linfonodos pancreaticos desses animais. Ainda nesta
fase de progressdo da doenga, observamos niveis aumentados de IL-6, IFN-y e TNF-a no pancreas dos
animais tratados com STZ e ndo observamos aumento na concentragdo de IL-17, sugerindo a participac@o de
células Thl na destrui¢do das células beta pancreaticas. Nos periodos mais tardios de desenvolvimento da
doenga, observamos aumento na expressao das moléculas CTLA-4, GITR e PD-1 na superficie das células T
CD4°CD25", bem como aumento nos niveis de IL-10 no pancreas dos animais diabéticos, sugerindo um
estagio de regulagdo e finalizagdo da resposta imune. Com relagdo ao potencial terapéutico das MSCs no
tratamento do diabetes experimental, observamos que duas infusdes de MSCs humanas em camundongos
C57BL/6 diabéticos foram capazes de reverter a hiperglicemia dos animais diabéticos, ¢ além disso, os
animais tratados apresentaram aumento na massa de c€lulas beta produtoras de insulina, sugerindo um
possivel processo de regeneracao promovido pelo transplante de MSCs. Desta forma, podemos sugerir que as
c€lulas T produtoras de IL-17 participam nos periodos iniciais de desenvolvimento do diabetes neste modelo
experimental, ndo atuando de forma direta na destruicdo das células beta, mas ficando retidas nos linfonodos
pancreaticos. Além disso, os mecanismos reguladores da resposta imune comegam a aparecer nos periodos
mais tardios de progressdo da doenga. O tratamento com MSCs se mostrou eficaz podendo ser realizado de

forma ndo restrita ao MHC.

Palavras-chave: 1. Diabetes mellitus tipo 1, 2. Estreptozotocina, 3. Células T reguladoras, 4. Células
T produtoras de IL-17, 5. Células estromais mesenquimais



Abstract

Type 1 diabetes mellitus is an organ-specific autoimmune disease, mediated by T cells and
characterized by the selective destruction of insulin producing pancreatic B cells. The conventional
treatment is performed by the administration of insulin and therapeutic approaches such as pancreatic
islet transplantation are limited. This scenery stimulates new researches in the pursuit of therapeutic
alternatives, as the treatment with stem cells. Mesenchymal stromal cells (MSCs) have the capacity to
differentiate in other cell types, as well as migrate to damaged tissues, modulate the immune system
and secrete several cytokines and growth factors. The experimental diabetes can be induced through
multiple doses of streptozotocin (STZ) in susceptible lineages of mice, in which the toxic effect of the
drug promotes the release of pancreatic B cells antigens and stimulates an immune reaction against
these cells. Several studies have demonstrated the relation between regulatory T cells and the 1L-17-
producing T cells (Th17 e Tcl7) in the pathogenesis of autoimmune diseases, however, the real
function of these cells in diabetes is not totally clarified. Thus, this study presented two main
objectives: (I) evaluate the population of regulatory T cell and IL-17-producing T cell in STZ induced
diabetes in C57BL6 mice and (II) evaluate the therapeutic potential of human mesenchymal stromal
cells (MSCs) in experimental diabetes. The initial periods of development of diabetes were
characterized by a decrease in the expression of the regulatory molecules CTLA-4, GITR and PD-1 in
the surface of CD4'CD25" T cells in the spleen of diabetic animals and an increase in the number of
CD4'CD25" T cells positive for Foxp3 and IL-17-producing T cells in the pancreatic lymph nodes of
these animals. At this stage of the disease progression, we could observe increased levels of 1L-6, IFN-
v and TNF-a in the pancreas of STZ treated animals, and we did not detected an increase in the IL-17
concentration, suggesting the participation of Th1 cells in the destruction of pancreatic B cells. In the
late periods of the disease development, we could observe an increase in the expression of molecules
CTLA-4, GITR and PD-1 in the surface of CD4°'CD25" T cells as well as an increase in the levels of
IL-10 in the pancreas of diabetic animals, suggesting a phase of regulation of immune response.
Concerning the therapeutic potential of MSCs in the treatment of experimental diabetes, we observed
that two infusions of human MSCs in diabetic C57BL/6 mice could recover the hyperglycemia of
diabetic animals, moreover, the treated animals presented an increase in the insulin producing B cells
mass, suggesting a possible regeneration process promoted by the transplantation of MSCs. This way,
we can suggest that IL-17 producing T cells participate in the initial periods of diabetes development
in this experimental model, not acting in a direct way in the destruction of beta cells, but being placed
in pancreatic lymph nodes. Besides the regulatory mechanisms of immune response arise in the late
periods of the disease progression. The treatment with MSCs showed itself effective, and it can be

performed in a non-restricted MHC way.

Keywords: 1. Type 1 diabetes mellitus, 2. Streptozotocin, 3. Regulatory T cells, 4. IL-17-producing T
cells, 5. mesenchymal stromal cells
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Introducdo

1. Introducao

1.1. Diabetes Mellitus do Tipo 1

As doencas autoimunes (DAIs) constituem um grupo heterogéneo de doencas que
afetam 3-5% da populagdo geral. Essas doencas decorrem de defeitos nos mecanismos que
medeiam a tolerdncia imune aos tecidos proprios, resultando na ativacdo de mecanismos
efetores celulares e humorais, e subsequente destrui¢ao tecidual. As DAIs s3o determinadas
pela interacdo entre fatores genéticos, fatores ambientais e alteracdo dos mecanismos de
imunorregula¢do. As DAISs sdo classificadas como “6rgdo-especificas” (por exemplo, diabetes
mellitus tipo 1, esclerose miltipla, tireoidite de Hashimoto e doenga de Crohn) ou como
“sistémicas” (por exemplo, lupus eritematoso sistémico, esclerose sist€émica, artrite
reumatoéide), dependendo se a resposta autoimune ¢ dirigida a antigenos que sdo particulares
de um determinado 6rgdo ou se sdao amplamente distribuidos por todo o corpo,
respectivamente (Sakaguchi, 2000).

O diabetes mellitus do tipo 1 (DM-1) é uma doenga autoimune Orgio-especifica,
mediada por células T e ¢é caracterizada pela destruigdo seletiva de células B pancreaticas
produtoras de insulina. E considerada uma doenga cronica severa que se manifesta em cerca
de 90% dos casos na infancia e de 5% a 10% na fase adulta. Recentemente, tém se verificado
um aumento da incidéncia do DM-1 em nivel mundial, cerca de 2% a 5% por ano, com
acometimento de criancas cada vez mais novas. No total, ha entre 10 e 20 milhdes de pessoas
afetadas em todo mundo contribuindo para os gastos soOcio-econdmicos referentes a
intervencao médica necessaria ao tratamento desta patologia (revisado por Waldron-Lynch et
al., 2009).

O inicio dos sinais clinicos do DM-1 ocorre quando mais de 80% das células  tenham
sido destruidas. Entretanto, o nivel de intensidade de perda de células produtoras de insulina
pode ser menos severo do que esse valor, sendo muito variavel a correlagdo entre este indice e
o inicio da manifestacdo dos sintomas da doenca (Klinke et al., 2008). O processo destrutivo
das células B leva a falta do hormoénio insulina, que resulta num estado de hiperglicemia,
devido ao aumento da produ¢do hepdtica de glicose e diminuicdo da captura de glicose da
circulagdo. Na auséncia de insulina, também ocorre um aumento da quebra de gordura e da
oxidacdo de acidos graxos, que resulta numa excessiva produgdo de cetonas. Se ndo tratados,
os disturbios metabodlicos levam progressivamente a depressdo do sistema nervoso central,

coma e morte. Assim, pacientes necessitam de tratamento permanente com insulina exdgena
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para sobrevivéncia. Algumas complicacdes cronicas graves incluem os problemas vasculares
que levam a insuficiéncia renal, cegueira, doenca cardiaca e tlceras cronicas (revisado por
Notkins et al., 2002).

O DM-1 ¢ tratado pela terapia convencional com insulina ou terapia intensiva com
insulina. Ensaios clinicos de tratamentos com ciclosporina, azatioprina/corticoides, ou
anticorpo monoclonal anti-CD3, visando a preservac¢do funcional das células B, vém sendo
realizados com resultados significativos, mas insuficientes para aplicacdo clinica rotineira
(Palmer et al., 2004). Mais recentemente, o transplante de ilhotas pancredticas vem sendo
proposto como alternativa terapéutica para o DM-1 (Notkins et al., 2002). Entretanto, ha
limitagcdes nesse tipo de transplante, as quais incluem a baixa quantidade de doadores para
transplantes alogénicos, dificuldade de obtengdo das ilhotas pancreaticas e a necessidade de
imunossupressdo constante (Atkinson & Eisenbarth., 2001). Esse cenario estimula novas
pesquisas em busca de alternativas terapéuticas, tais como a diferenciacdo in vitro de células-
tronco em células p humanas para posterior transplante e tratamento com células-tronco
adultas. (Hussain & Theise, 2004; Voltarelli et al., 2007).

A suscetibilidade ao DM-1 ¢ determinada por fatores genéticos, ambientais e
disfuncdo dos processos de imunorregulagdo. O locus do HLA no cromossomo 6 tem sido
bastante associado ao DM-1. Duas combinagdes dos genes (haplotipos) sdo de particular
importincia, DR4-DQ8 e DR3-DQ2, que estdo presentes em 90% das criangas com DM-1.
Um terceiro haplotipo, DR15-DQ6, ¢ encontrado em menos de 1 % das criangas acometidas
pela doenca, enquanto que na populacdo em geral essa frequéncia ¢ de 20%, sendo, portanto,
considerado um haplotipo de prote¢do. A combinagdo de dois haplotipos de suscetibilidade
(DR4-DQ8/DR3-DQ2) contribui para um grande risco da doenca e ¢ mais comum em
criancas que desenvolvem a doenca mais precocemente. Outro gene candidato de estudos € o
gene da insulina, localizado no cromossomo 11, sendo o segundo mais importante fator
genético de suscetibilidade, que contribui com cerca de 10% da suscetibilidade genética ao
DM-1 (Gillespie et al., 2006). Outros genes associados com doengas autoimunes, tais como
AIRE, CTLA-4 e Foxp3, podem também fornecer importantes informagdes acerca da
patogénese do DM-1 (Daneman, 2006).

Alguns agentes ambientais suspeitos em desencadear o DM-1 incluem infecc¢des
virais, elementos da dieta durante a infincia (p.ex. leite de vaca, cereais ou gliten), vacinagao,
toxinas, entre outros. Evidéncias de infecgdes por enterovirus, rubéola, caxumba, rotavirus,
parvovirus ou citomegalovirus sdo os candidatos mais comuns por desengatilhar a

autoimunidade contra células B pancreaticas. Estudos epidemioldgicos investigando o

23



Introducdo

aparecimento de autoanticorpos de forma sazonal em um grupo de individuos mostraram uma
prevaléncia desses autoanticorpos durante o inverno, correlacionando com o periodo de
aumento de infec¢des por enterovirus (revisado por Atkinson & Eisembarth, 2001; Gillespie
et al., 2006; Daneman et al., 2006; van der Werf et al., 2007; Dotta et al., 2007).

O estagio precoce do DM-1 ¢ caracterizado por uma insulite, devida a infiltragao das
ilhotas pancreaticas por células mononucleares, incluindo linfocitos T e B, mondcitos, células
dendriticas e células NK (Itoh et al., 1993). Macrofagos e células dendriticas sdo as primeiras
células a infiltrarem as ilhotas pancreaticas. Em linhas gerais, parece plausivel que
autoantigenos provenientes de células B sejam transportados por células apresentadoras de
antigenos (APCs) aos linfonodos drenantes pancreaticos (LNP), tornando-os acessiveis aos
linfécitos T autorreativos “naive” circulantes e favorecendo o subseqiiente influxo de
linfocitos T ativados as ilhotas pancredticas. De acordo, foi demonstrado que a remocao de
LNP de camundongos NOD pré-diabéticos conferiu protecao contra a formacao do processo
de insulite nesses animais (Gagnerault et al., 2002). Além das APCs apresentarem antigenos
das células B aos linfocitos, estas células produzem citocinas préinflamatorias (IL-10, IL-6,
TNF-o e IFN-B) e 6xido nitrico, que também contribuem para a destrui¢do das células
(Mathis & Benoist, 2001).

A identificagdo de células T autorreativas contra antigenos presentes nas células 3
pancreaticas, que incluem a insulina, o GAD (glutamic acid decarboxylase) ¢ a IA-2 (protein
tyrosine phosphatase 2), no sangue periférico de individuos diabéticos recém-diagnosticados,
demonstrou que mecanismos de autoimunidade estdo envolvidos na destrui¢do das células 3
pancreaticas (Roep, 2003). A etiologia autoimune do DM-1 ¢ também confirmada pela
presenga de autoanticorpos circulantes especificos contra antigenos das células § pancreaticas.
Estes autoanticorpos sdo detectados em 85-90% dos individuos com DM-1 ao diagndstico.
Ainda ndo esta claro se esses autoanticorpos participam diretamente da destrui¢do das células
B ou aparecem secundariamente devido a liberagdo de autoantigenos das ilhotas danificadas
por outros componentes do sistema imune. Nao obstante, a detec¢do de autoanticorpos ¢ um
potencial marcador da patogénese do DM-1, uma vez que precede o inicio da doenca clinica,
frequentemente em varios meses a varios anos, o que explica o fato dos pacientes
apresentarem autoanticorpos contra varios antigenos das células 3 no momento em que o0s
sintomas clinicos se tornam aparentes (Notkins, 2002).

Estudos em animais demonstraram que as células T tém um papel essencial na

patogénese do DM-1. Embora ambas as células T CD4" Thl e células T CD8" sejam
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importantes na patogénese, trabalhos mostraram que as células T CD8" citotoxicas sdo as
principais células efetoras na destrui¢do das células B pancreaticas. Citocinas do padrdo Thl
produzidas pelas células T CD4" e também por T CD8" sdo essenciais para patogénese do
DM-1, pois potencializam respostas imunes mediadas por células, incluindo a ativacdo de
macrofagos. Basicamente, dois mecanismos celulares relacionados a imunopatogenia do DM-
1 foram descritos, um associado ao reconhecimento (1) e outro associado a ativacao (2). No
mecanismo (1) a célula T CDS" é ativada diretamente pelo reconhecimento de antigenos das
células B apresentados por moléculas de MHC de classe I presentes nas proprias células 3
pancredticas. A ativagao das células T CD8" conseqiientemente provoca a morte das células B
por contato célula-célula através das vias de sinalizagdao por Fas/FasL ou perforina/granzima.
De acordo com o segundo mecanismo (2), as células T CD4" ou T CDS8" reconhecem
antigenos das células P indiretamente, apresentados por células dendriticas ou macréfagos no
contexto de moléculas de MHC de classe II ou classe I, respectivamente. A ativagdo
resultante das células T leva: a apoptose das células B mediada por células T CDS8" citotoxica
através do contato celular (receptores de superficie Fas/FasL ou TNF-a/TNF-R) ou lise
osmotica devido a acdo de mediadores soliiveis como granzimas e perforinas, a liberagao de
citocinas préinflamatorias que resulta na ativacdo de macréfagos com subsequente aumento
de sua capacidade citotoxica devido a produgdo de 6xido nitrico e radicais de oxigénio, e a
ativacdo de células B e estimulagdo da producdo de mediadores de morte celular por elas
mesmas (revisado Mathis & Benoist, 2001).

Muitos estudos indicam que os linfocitos B podem atuar como células apresentadoras
de antigenos para o desenvolvimento de células T especificas contra antigenos de células 3
pancreaticas (Yanaba et al., 2008). Em estudo de Xiu e colaboradores (2008), a deplecao de
linfécitos B em camundongos NOD fémeas de 5 semanas de idade, através do uso do
anticorpo anti-CD20, reduziu a populagao de linfocitos B em mais de 95%, o que resultou em
uma diminui¢dao do processo de insulite e preveniu o desenvolvimento do diabetes em cerca
de 60% dos animas depletados. Entretanto, quando a deplegdo de linfocitos B ¢ feita apos o
inicio da doenca (camundongos NOD 15 semanas de idade) ha um atraso na progressao da
doenca, mas ndo impediu ou inibiu o seu desenvolvimento. Desta forma, a deplecdo de
linfécitos B nesse estagio de progressdo da doenga pode atenuar o “priming” das células T
autorreativas, mas o efeito ndo € tdo significativo uma vez que um grande numero de células
autorreativas ja estavam estabelecidas antes do tratamento com anti-CD20 (Xiu et al., 2008).

Em estudo recente, Brodie e colaboradores mostraram em modelo de camundongos NOD, que
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a deficiéncia de linfocitos B se correlacionou com diminui¢ao da sobrevivéncia de células T
citotoxicas infiltradas nas ilhotas e um atraso no desenvolvimento da doenga. Essa diminui¢ao
da sobrevivéncia das células T CD8" pode estar correlacionada com uma caréncia de citocinas
produzidas por células T CD4" que deveriam ter sido ativadas por linfocitos B (Brodie et al.,
2008).

Apesar das intensas observagdes da atuacao de citocinas no processo de destruicao das
células B, ha ainda resultados controversos em diferentes modelos animais. Em camundongos,
citocinas Thl tais como IFN-y e TNF-o parecem participar da reagdo imune e os danos
gerados as células B e suas agcdes podem se potencializar com a diminuigdo de citocinas Th2.
J& em ratos da linhagem BB rats, em contraste, a administracdo de IFN-y inibe a
autoimunidade mediada por células T. Portanto, o envolvimento do IFN-y na destruicdo de
células B ¢ ainda questionavel. A expressdo elevada de IL-21 foi detectada no pancreas de
camundongos NOD diabéticos, sugerindo que a citocina IL-21 pode controlar a proliferagao
homeostatica de células T autorreativas. Ainda, tem sido recentemente mostrado que
camundongos NOD deficientes do receptor da IL-21 ndo exibem infiltrado linfocitico no
pancreas e sao amplamente protegidos do desenvolvimento do diabetes (revisado Monteleone
et al., 2009).

Desde o seu estabelecimento a mais de 20 anos atras, a linhagem de camundongos
NOD (non-obese diabetic) tem sido usada para estudar as caracteristicas do diabetes
autoimune experimental, pois assemelha-se clinicamente ao DM-1 em humanos. Uma
diferenga relevante ¢ que a doenga em camundongos NOD ¢ totalmente determinada
geneticamente € em humanos depende de fatores genéticos e ambientais. O inicio do diabetes
ocorre entre 12 e 14 semanas apds o nascimento em fémeas e um pouco mais tarde nos
machos. A maioria das células dos infiltrados inflamatérios sdo células T CD4", mas células T
CDS8", células NK, células B, células dendriticas e macréfagos também podem ser observadas
(Anderson & Bluestone, 2005).

Além do modelo dos camundongos NODs, existe um modelo de diabetes que pode ser
induzido quimicamente pela administragao de estreptozotocina (STZ) em varias linhagens de
camundongos. A STZ ¢ um anéalogo da N-acetilglucosamina e foi primeiramente isolada do
microorganismo Streptomyces achromogenes, sendo que em altas doses induz, quase que de
imediato, uma hiperglicemia. Este composto quimico ¢ muito similar a molécula de glicose, e
pode ser transportado para o interior das células via proteina transportadora de glicose 2
(GLUT2), mas ela ndo ¢ reconhecida pelos demais transportadores de glicose. Isso explica a

toxicidade sitio-especifica em células B, uma vez que esse tipo celular apresenta altos niveis
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de expressao do receptor GLUT2. Entretanto, altas doses de STZ promovem uma alta
citotoxicidade, levando a uma lesdo muito grave nos rins. Esse efeito pode ser reduzido pela
administragcdo de pequenas e multiplas doses de STZ, nesse caso a hiperglicemia aparece
dentro de duas semanas apds a primeira dose da droga (revisado por Tesch & Nikolic-
Paterson, 2006).

A evolugdo do diabetes no modelo quimicamente induzido com multiplas doses de
STZ ¢ mediada por um precoce infiltrado de macrofagos nas ilhotas, uma apresentacdo
eficiente dos antigenos diabetogénicos liberados pela droga e recrutamento de células T.
Macréfagos desempenham sua fungdo patogé€nica por gerar indiretamente oxido nitrico, via
produgdo de citocinas proinflamatorias, como IL-1B ¢ TNF-o. Além disso, ja foi demonstrado
que a combinagdo de IFN-y, TNF-a , IL-1B e a geracdo de 6xido nitrico sdo responsaveis
pelo dano a célula B em um modelo de diabetes induzido por multiplas doses de STZ em ratos
Dark Agouti (revisado por Mensah-Brown et al., 2006).

Camundongos machos da linhagem C57BL/6 sdao mais suscetiveis em desenvolver o
diabetes induzido por multiplas doses de STZ em comparagdo com camundongos Balb/c, que
sdo relativamente resistentes. As doses de STZ afetam diferentemente os niveis de citocinas
do padrao Thl e Th2. Em estudo de Muller e colaboradores (2002) as citocinas de padrao Thl
(IFN-y e TNF-a) e as citocinas Th2 (IL-4 e IL-10) estiveram reguladas de forma linhagem-
dependente. Aparentemente, a resisténcia ao diabetes na linhagem Balb/c esteve mais
associada com o aumento da expressdo das citocinas de padrdo Th2 em detrimento de
citocinas Thl, sendo que essas citocinas operam de maneira inversamente proporcional na

suscetibilidade da doenga (Muller et al., 2002).

1.2. Células T reguladoras e doengas autoimunes

As células T reguladoras (Tregs) CD4 CD25" atuam na supressio da ativagio imune,
funcionando como mediadores criticos da homeostasia imune e da autotolerancia (Fontenot &
Rudensky, 2005). As Tregs tém um papel essencial no controle de células T autorreativas,
uma vez que a deplecio ou alteragio da funco dessas células T CD4'CD25" levam ao
desenvolvimento de doengas autoimunes em uma grande variedade de animais normais
(revisado por Sakaguchi et al., 2004; Sakaguchi et al., 2006). Entretanto, varios estudos
recentes tém demonstrado que a fungdo das células Tregs ndo ¢ limitada & prevengdo de

autoimunidade, mas sdo importantes no controle de diversas respostas imunes no contexto de
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inflamacdo, infeccdo, alergia, transplantes e imunidade tumoral (revisado por Hori &
Sakaguchi, 2004; Paust & Cantor, 2005; Randolph & Fathman, 2006 ).

As células Tregs naturais sdo, na sua maioria, CD4" e expressam de maneira
constitutiva a molécula CD25 (cadeia o do receptor de IL-2, IL-2Ra). Sao produzidas
normalmente pelo timo como uma subpopulacdo de células T funcionalmente distintas, e
constituem aproximadamente 2-10% da populacio de células T CD4" (revisado por Sakaguchi
et al., 2004). Além da geragdo timica de células Tregs naturais CD4'CD25", células T
periféricas “nao-Treg” podem adquirir a expressdo de Foxp3 e converter-se in vivo em células
Tregs induzidas apds estimulacdo antigénica cronica ou em condi¢des de linfopenia (Walker
et al., 2003; Apostolou & Boehmer, 2004; Curotto de Lafaille et al., 2004;).

As células Tregs CD4 CD25" produzem citocinas reguladoras tais como IL-10, IL-4 e
TGF-J (transforming growth factor-f3), e também expressam preferencialmente as moléculas
CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen-4, regulador negativo da ativagdo de células T;
receptor para CD80 e CD86), GITR (glucocorticoid-induced TNFR-family related receptor) e
PD-1 (programmed death-1). Entretanto, a identificacdo de Tregs durante respostas imunes ou
em tecidos inflamados é complicada porque todos esses marcadores, inclusive o CD25, sao
também expressos em células T recém-ativadas nao-reguladoras (revisado por Sakaguchi et
al., 2004).

A busca por um marcador especifico de células Tregs em camundongos resultou na
identificagdo do fator de transcri¢do Foxp3. Foi mostrado que as células Tregs CD4 CD25"
expressam especificamente o gene regulador FOxp3, que codifica um fator de transcrigdao
chamado de forkhead transcription factor 3, que controla seu desenvolvimento ¢ fungdo
efetora (Fontenot et al., 2005). A expressao retroviral do gene FOXp3 em células T periféricas
CD4CD25" de camundongos ou humanos resultou na aquisi¢do da fungdo supressora por
essas células, dando indicios que a expressdao de Foxp3 poderia ser usada como um marcador
molecular para células Tregs CD4 CD25" (revisado por Kronenberg & Rudensky, 2005). No
entanto, ja ¢ bem documentado que a maioria das células T CD4 e CD8 humanas expressam
de forma transitdria este fator de transcricdo apos ativagdo (Corthay, 2009). Alguns anos antes
da identificagdo do Foxp3 como marcador especifico de células Tregs, mutagdes no gene
Foxp3 (localizado no cromossomo X) tinham sido identificadas como causa de uma desordem
autoimune fatal observada em pacientes (denominada IPEX, immune dysregulation,
polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked syndrome) e em camundongos mutantes que
desenvolvem espontanecamente esta doenga autoimune (denominados scurfy mice). A doenga
se manifesta em homens, mas ndo em mulheres heterozigotas. No entanto, aproximadamente
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50% das células T dessas mulheres ndo expressam Foxp3 (Bennett et al., 2001; Brunkow et
al., 2001).

As Tregs t€ém um papel central no controle de respostas autoimunes em humanos e em
modelos animais (Sury-Payer et al., 2006). De fato, a dele¢ao de Tregs leva a expansao clonal
de células T autorreativas (Danke et al., 2004). Além disso, foi observada reduzida atividade
supressora de Tregs isoladas de PBMC de pacientes com esclerose multipla (EM), DM-1,
psoriase, miastenia grave, artrite reumatoide, artrite idiopatica juvenil e lupus (Baecher-Allan
& Hafler, 2006; Randolph & Fathman, 2006). Portanto, o fato de uma ampla variedade de
DAIs apresentarem comprometimento da fungdo e/ou frequéncia de Tregs é particularmente
interessante e levanta a questao da existéncia de um denominador comum na causa das DAIs
humanas. A maioria dos trabalhos investigando o papel das células T reguladoras em
humanos com DM-1 ndo encontrou diferengas na frequéncia dessas células presentes no
sangue periférico em comparagdo com individuos saudéaveis, sendo que a identificacao dessas
células foi feita através da marcacao do fator de transcri¢ado Foxp3. Entretanto, a capacidade
funcional das Tregs em humanos com DM-1 ndo estd totalmente esclarecida. Dois estudos
sugerem defeitos funcionais nas Tregs de pacientes, mas outros estudos reportaram atividade
de supressdo normal. Por outro lado, muitos estudos mostraram que citocinas pro-
infamatodrias presentes no sitio inflamatoério podem inibir a fungdo supressora das Tregs ou
tornar as células T efetoras resistentes a supressdo exercida por estas células. Recentemente,
tem sido proposto que a fonte desta regulagdo anormal em diabéticos tipo 1 € intrinseca ao
compartimento de células T efetoras devido a resisténcia das células T em responderem as
células T CD4 Foxp3" (revisado por Alonso et al., 2009). J4 em camundongos NOD, o
defeito das Tregs parece ser simplesmente um problema numérico, uma vez que estas
parecem funcionar normalmente e conferem protecao apds transferéncia adotiva (Salomon et
al., 2000; Wu et al., 2002).

J& tem sido mostrado que células Tregs Foxp3" podem ser geradas fora do timo, frente
a diferentes condi¢des. Ainda ndo se sabe ao certo qual seria o microambiente ideal para a
conversao dessas células em Tregs induzidas, entretanto ja ¢ sabido que a estimulagdo via
TCR e a presenca das citocinas IL-2 e TGF-f sao requeridas para essa diferenciacao tanto in
vitro como in vivo (revisado por Lafaille & Lafaille, 2009). A adi¢do de TGF-B em células T
CD4" naive TCR-estimuladas induz a transcri¢io de Foxp3, aquisi¢do de anergia e atividade
supressora da resposta inflamatdria em um modelo experimental de asma (Chen et al., 2003).
A citocina IL-2 também parece ter um papel fundamental na geragdo ¢ homeostase de células

Tregs induzidas. Experimentos utilizando neutralizacdo de IL-2 ou células T deficientes de
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IL-2 demonstraram que essa citocina ¢ importante para a indugdo da transcrigdo de Foxp3 e
da capacidade de supressdao (Zheng & Rudensky., 2007). Outra diferenca importante na
geracdo de células Treg induzidas e naturais ¢ com relacdo a molécula CTLA-4. A expressao
aumentada de Foxp3 e a aquisicdo da capacidade imunossupressora adquirida por células T
CD4 naive cultivadas com TGF-f requer um aumento da expressdo do CTLA-4 (Zheng et al.,
2006). Ainda ndo se sabe ao certo se as células Tregs induzidas geradas in vitro possuem a
mesma capacidade supressora das células Tregs naturais, mas hd um consenso que essas
células, quando geradas in vivo, sdo efetivas na capacidade supressora (Lafaille& Lafaille,
2009).

Além das células T reguladoras CD4', a populagdo de células T CD8" também
apresenta subtipos celulares com capacidade de suprimir diferentes células do sistema
imunolégico. As células T reguladoras CD8" (Tregs CD8") foram primeiramente observadas
por Gershon e colaboradores no inicio dos anos 70. A capacidade imunossupressora das
células Tregs CD8" em doencas autoimunes foi primeiramente descrita no modelo de
encefalomielite autoimune experimental (EAE), onde animais deficientes de células T CD8"
apresentaram uma persisténcia cronica da doenca, com alta frequéncia de remissdes da doenga
(revisado por Lu & Cantor, 2008). Muitos mecanismos t€ém sido implicados na atividade
supressora dessas cé€lulas, incluindo a lise direta das células alvo (via perforina) e a secrecao
de citocinas supressoras pelas Treg CD8" como por exemplo IL-10. Possivelmente, diferentes
subtipos de células Tregs CD8" utilizam diferentes mecanismos inibitérios dependendo do

contexto da reacao imune (revisado por Horai et al., 2007; Lu & Cantor, 2008).

1.3. Células T produtoras de IL-17 e doengas autoimunes

A populagio de células T helper (Th) CD4" ¢ subdividida em diferentes
subpopulagdes de células (Thl, Th2 e Tregs) com base nas citocinas que elas produzem e as
fungdes que exercem (revisado por Cooke, 2006). Quando células T naive respondem a uma
estimulacdo antigénica, as citocinas presentes no meio dirigem a diferencia¢do dessas células.
Por exemplo, quando células apresentadoras de antigenos locais produzem IL-12,
especialmente na presenga de IFN-y, as células T CD4 naive se diferenciam
preferencialmente em células Thl secretoras de IFN-y e promovem uma resposta imune
celular contra patdgenos intracelulares (p.ex. bactérias intracelulares, virus e alguns
protozoarios). Quando IL-4 estd presente, as células T CD4" se desenvolvem,

preferencialmente, em células Th2 produtoras de IL-4, IL-5 e IL-13, promovendo uma
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resposta humoral contra patégenos extracelulares (p.ex. helmintos), além de ativar produgao
de IgE por células B (revisado por Kikly et al., 2006; Harrington et al., 2006).

Recentes estudos t€ém mostrado a existéncia de uma terceira populagdo de células T
helper CD4", as quais produzem IL-17 e exibem fungdes distintas das células Thl e Th2.
Estas células T tém sido nomeadas de células Th17 com base na sua producdo de IL-17A e
IL-17F, uma vez que estas citocinas nao sao produzidas nem por células Th1l nem por células
Th2. A citocina IL-17 possui diversas atividades biologicas, sendo as mais conhecidas de
recrutar neutrofilos, induzir a producdo de quimiocinas, recrutar € promover a sobrevivéncia
de macréfagos e estimular a producdo de citocinas pro-inflamatérias e peptideos
antimicrobianos por uma variedade de células imunes e ndo imunes (revisado por Crome et
al., 2009). Desta forma, uma importante implicacdo dessas células Th17 parece estar
associada ao combate de possiveis patdgenos que ndo foram eliminados de forma eficiente
pelas células Thl ou Th2 (Korn et al., 2009).

Nos ultimos cinco anos, muitas informacdes acerca desse novo subtipo celular tém
sido acumuladas. As citocinas responsaveis por sua diferenciacdo e expansdo tém sido
identificadas, bem como os fatores de transcricdo envolvidos na sua geragdo, caracterizando
as células Th17 como uma linhagem de células T helper independente, tanto em humanos
quanto em camundongos (Korn et al., 2009). No ano de 2006, trés estudos independentes
observaram que a combinagao das citocinas TGF-f e IL-6 ¢ necessaria para a diferenciagao de
uma célula T naive no padrdao Th17 em camundongos (Bettelli et al., 2006; Mangan et al.,
2006 e Veldhoen et al., 2006). A IL-6 ¢ uma citocina pro-inflamatoria que facilita a geracao
de uma resposta imune adaptativa e suprime o desenvolvimento de células Tregs. Desta
forma, animais deficientes de IL-6 ndo sdo capazes de montar uma resposta imune adaptativa
e sdo resistentes a varias doengas autoimunes. Por outro lado, TGF-f ¢ uma citocina com
fungdes imunossupressoras, uma vez que ecla regula e inibe respostas imunes inatas e
adaptativas, incluindo a diferenciagcdo de células Th1l e Th2 (Wahl & Chen, 2005). Em estudo
recente, Das e colaboradores mostraram que o TGF-f ndo age diretamente na organizagdo
molecular durante a diferenciagdo das células Th17, mas sim na inibigdo da diferenciagdo das
células Th1 e Th2. Essa citocina inibe a expressao dos fatores de transcricdo STAT-4 (Thl) e
GATA-3 (Th2), mas nao exerce influéncia direta sobre ROR-yt. Apds inibicdo de STAT-4 e
GATA-3 pelo TGF-B, a citocina IL-6 aumenta a expressdo de ROR-yt promovendo a
diferenciagdo de células T CD4" naive em células Th17 (Das et al., 2009). Inicialmente,
varios estudos sugeriram que a IL-23 induzia a diferencia¢dao das células Th17 murinas, mas

hoje ja se sabe que esta citocina ndo ¢ essencial para a diferenciacdo das células Th17, uma
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vez que as células T naive ndo expressam o receptor de IL-23 (IL-23R). Estudos tém
mostrado que a presenca de TGF- juntamente com IL-6 possivelmente promova uma
regulacdo positiva da expressdo de IL-23R em células Th17, permitindo que a IL-23 atue a
manutengdo, expansdo e sobrevivéncia do fenotipo das células Th17 murinas (revisado por
Louten et al., 2009).

As citocinas necessarias para diferencia¢ao das células Th17 em seres humanos ainda
ndo estdo totalmente definidas. Estudos iniciais sugeriam que a presenca de IL-1f, IL-6 e/ou
IL-23 era suficiente para induzir a diferenciacdo de células T naive em Th17 e que o TGF-$
inibia este processo. (revisado por Crome et al., 2009). Estudos subsequentes, entretanto,
mostraram que o TGF-B ¢ importante para a diferenciagdo das células no padrao Th17 e em
2009, Santarlasci e colaboradores, mostraram que o TGF-f atua de forma indireta na
diferenciag@o das células Th17 humanas in vitro, promovendo a inibigdo do desenvolvimento
de células de padrao Thl (Santarlasci et al., 2009). Enquanto a IL-23 parece estar envolvida
apenas na expansao de células Th17 murinas, em humanos, a maioria dos estudos mostrou um
papel central da IL-23 em promover a diferenciag@o de células Th17 de forma direta (Volpe et
al., 2009).

As células Th17 ndo expressam os fatores de transcricdo GATA-3 (Th2) ou T-bet
(Thl), mas sim o fator de transcricilo ROR-yt que estd expresso em células Thl7
diferenciadas in vitro e em células produtoras de IL-17 presentes na lamina propria de
camundongos naive, sugerindo desta forma que o fator ROR-yt é necessario para a
diferenciagdo do padrdo Th17 (Ivanov et al., 2006). Camundongos deficientes de ROR-yt
apresentam numeros reduzidos de células produtoras de IL-17, mas estas ndo estdo totalmente
ausentes. Esse fato pode ser explicado pela presenca de outro fator de transcrigao da familia
de receptores nucleares retindicos, o ROR-a, que ¢ seletivamente expresso em células Th17 e
¢ muito similar ao ROR-yt. Entretanto, o mecanismo pelo qual esses dois fatores de
transcricao (ROR-yt ¢ ROR-a) regulam a producao de IL-17 ndo esta totalmente esclarecido.
Embora haja um possivel sitio de ligagdo do ROR no promotor da IL-17, ndo esta claro se
isso realmente acontece (revisado por Martinez et al., 2008). Outro fator de transcri¢do
necessario para a diferenciagdo das células Th17 ¢ o STAT-3, uma vez que a expressao de
ROR-yt ¢ dependente de STAT-3 e o proprio STAT-3 € capaz de se ligar ao promotor de IL-
17 e IL-21 e promover sua expressdo. Desta forma, ROR-yt e STAT-3 cooperam de maneira
sinérgica, sendo que a produ¢do 6tima de IL-17 depende da expressdo de ambos os fatores de
transcricao (Yang et al., 2007). Outros fatores de transcri¢ao ainda estdo sendo descritos como

importantes na diferenciacdo das células Th17, como por exemplo, o IRF4 (interferon
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regulatory factor 4) pois camundongos deficientes de IRF4 sdo incapazes de montar resposta
do padrao Th17 (Brustle et al., 2007).

Tendo em vista que o TGF-B € necessario tanto para a geracdo de células Tregs
Foxp3" fora do timo (Tregs induzidas) quanto para células Th17, pode-se propor uma relagio
intima entre esses dois tipos celulares. Um ponto interessante ¢ a necessidade da participagao
de TGF-B, uma citocina de propriedades imunossupressora, para promover a diferenciagao de
uma célula Th17 de caracteristicas pro-inflamatorias. Em termos funcionais, a necessidade da
presenga de TGF-P tanto para a indugdo de células Tregs induzidas quanto de células Th17,
parece ser um sistema de balango eficiente entre tolerdncia e imunidade. Em estado de
equilibrio, TGF-B induz a expressdao de Foxp3 e desenvolvimento de células T reguladoras,
inibindo a inflama¢do e mantendo a autotolerancia. Por outro lado, na presenca de agentes
microbianos, a citocina IL-6 ¢ produzida levando a inibi¢do do desenvolvimento de Tregs e
induzindo a gera¢do de células Th17 com alta capacidade pro-inflamatoria. J4& em nivel
molecular, o balango entre Tregs e células Th17 ¢ mantido pela indug¢ao de Foxp3 ou ROR-yt,
bem como a associacdo fisica desses dois fatores de transcricdo no microambiente nuclear
(revisado por Korn et al., 2009). O TGF-p ¢ capaz de induzir tanto o fator de transcri¢dao
Foxp3 quanto ROR-yt. O fator Foxp3 ¢ capaz de se associar diretamente com ROR-yt,
impedindo que este Gltimo atue como fator de transcrigdo, mas que na presenca de IL-6 essa
associag¢do ¢ rompida, permitindo que ROR-vyt se ligue ao DNA e inicie a diferenciacdo das
células Th17 (Zhou et al., 2008).

As células Th17 exercem um importante papel na defesa do organismo contra certas
bactérias extracelulares e fungos, entretanto, nos ultimos anos, t€ém surgido varias evidéncias
da participagdo dessas células nas patologias autoimunes. Varias condigdes autoimunes,
previamente estabelecidas como desordens mediadas por células Thl, podem envolver
também as células Th17. Estudos mostram que células Th17 murinas t€ém um papel essencial
na patogénese de modelos experimentais de artrite reumatoide e esclerose mulipla. Além
disso, a neutralizagdo de IL-17 e a deficiéncia de IL-23 protegem os camundongos contra
EAE e AIC. (Kikly et al., 2006; Cooke, 2006; Bettelli et al., 2006, Bettelli et al., 2007).

Em humanos, alguns trabalhos mostraram o papel das células Thl7 no
desenvolvimento de algumas DAIs. Os niveis de IL-17 estdo elevados em varias condi¢des
autoimunes incluindo psoriase, doenca inflamatoria intestinal, artrite reumatoide e esclerose
multipla (Crome et al., 2009). Evidéncias iniciais do potencial patogénico das células Th17 na
artrite reumatdide foram mostradas por Chaubaud e colaboradores em 1999, onde a

concentragdo da citocina IL-17 estava aumentada no soro e¢ no fluido sinovial de pacientes
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com artrite reumatoide (Chabaud et al., 1999). Nao obstante, Matusevicius et al. (1999)
demonstraram que 40% dos pacientes com EM apresentam numeros elevados de células
mononucleares positivas para mRNA de IL-17A no sangue periférico e no liquor,
comparando-se com controles (Matusevicus et al., 1999). Analises de expressdo génica por
microarrays de placas desmielinizantes isoladas durante autopsias de pacientes com EM
demonstraram um aumento de 18 vezes nos niveis de RNAm de IL-17 quando comparado aos
niveis encontrados em pacientes controles sem anormalidades no sistema nervoso (Lock et al.,
2002). Em adi¢@o, Vaknin-Dembinsky e colaboradores (2006) demonstraram que células T
CD4" de pacientes com EM, quando estimuladas com anti-CD3 in vitro, produzem
significativamente mais IL-17 do que células T CD4" de controles saudaveis (Vaknin-
Dembinsky et al., 2006). Entretanto, ainda ndo esta claro se a IL-17 atua diretamente na
destrui¢do da bainha de mielina ou age de forma indireta no recrutamento outras células do
sistema imunologico. As células endoteliais da barreira hemato-encefélica de pacientes com
esclerose multipla expressam receptores para IL-17 e a exposi¢ao dessas células a IL-17 reduz
a expressdo de proteinas de juncdo celular e aumenta a transmigragio de células T CD4".
Portanto, o principal mecanismo prejudicial da IL-17 parece ser danificar a barreira hemato-
encefélica, permitindo o acesso de células T mielina-especificas a este local anteriormente
imuno-privilegiado (Kébir et al., 2007).

Uma possivel participagdo de células Th17 no desenvolvimento do diabetes ¢ sugerida
pela observacdo de que a IL-23 induz exacerbacdo e rapida progressdo da doenga quando
administrada em conjunto com multiplas doses diabetogénicas de estreptozotocina (Mensah-
Brown et al., 2006). No entanto, ainda nao se sabe se as células Th17 e as citocinas IL-23 e
IL-17 apresentam um papel critico e determinante na suscetibilidade ao desenvolvimento de
diabetes autoimune. Emmanuelle e colaboradores, em 2009, descreveram que as células Th17
possivelmente regulam o desenvolvimento do diabetes em camundongos NODs. Neste
estudo, a neutralizagdo da IL-17 impediu o desenvolvimento da doenca. No entanto, os
autores mostraram que essas células ndo participam diretamente da destruicdo das células
beta, e estdo mais envolvidas nos processos mais tardios da resposta autoimune. (Emmanuelle
et al., 2009). Em outro estudo, Martin-Orozco mostraram que células Th17 de camundongos
BDC2.5 diferenciadas in vitro se diferenciaram em células Thl quando injetadas em
recipiente linfopénico (NOD.scid) e foram responsaveis pelo desenvolvimento e severidade
da doenga (Martin-Orozco et al., 2009). De forma similar, Bending e colaboradores
mostraram que células Th17 altamente purificadas e isoladas de camundongos BDC2.5

promoveram a inducdo e o desenvolvimento do diabetes quando transplantadas em
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camundongos NOD.scid ap6s se converteram em células produtoras de IFN-y . Esses dados
sugerem um potencial de plasticidade das células Th17, pois mesmo apos diferenciacao estas
tiveram a capacidade de se converterem em outro subtipo celular (Th1) (Bending et al., 2009).

Culturas de células T CD8" em condi¢des de cultivo que polarizam a diferenciagdo de
células Th17 (IL-6/IL-23 + TGF-B) promovem a produg¢io de IL-17 pelas células T CDS",
entretanto, as caracteristicas fenotipicas e funcionais destas células ainda ndo estdo
estabelecidas. Estas células T CD8" que produzem IL-17 sdo denominadas de células Tc17 e
sdo naturalmente encontradas nos pulmdes e mucosas digestivas, paralelamente a distribui¢ao
das células Thl7, s6 que em menores freqiiéncias (Kryczek et al., 2007). Ciric e
colaboradores (2009) demonstraram que a sinalizagdo via IL-23 € necessaria para maturagao e
aquisi¢do das fungodes efetoras das células Tcl7. Este estudo mostrou a presenca de duas
subpopulagdes bem definidas de células Tc17, as que sdo patogénicas e as ndo-patogénicas, €
essa diferenca esta na capacidade das células Tc17 em atrairem outras células do sistema
imunologico através de distintos padrdoes de mediadores soltveis secretados (Ciric et al.,
2009).

Yen e colaboradores mostraram em 2009 que o fator de transcricdo STAT-3 e ROR-yt
parecem ser importantes na polarizagdo das células Tc17 e que estas células ndo expressam
granzima B quando diferenciadas in vitro, tornando-as incapazes de lisar células-alvo nos
ensaios de citotoxicidade. Entretanto, apds transferéncia adotiva de células Tcl7 HA-
especificas e altamente purificadas para camundongos transgénicos C3HA, as células Tcl7
apresentaram perda da expressdo de IL-17 e aquisi¢do da expressdo de IFN-y, além de
contribuir para aumento da inflamagao pulmonar ap6s transferéncia (Yen et al., 2009). Huber
e colaboradores (2009) mostraram a presenca das células T CD8+ produtoras de IL-17 no
modelo de encefalomielite autoimune experimental. Os pesquisadores induziram a doenga em
camundongos e analisaram a populagdo de células T CD8" do sistema nervoso central e
linfonodos drenantes destes animais quanto a produgdo de IL-17, IFN-y e expressao de
granzima, durante a fase inicial assim como no pico da doenca. As células T CD8" produtoras
de IL-17 puderam ser detectadas durante o periodo de indugdo e também na progressdo da
doenca, entretanto nenhuma destas células coexpressavam granzima B, sugerindo que a
populacdo de células T CD8" IL-17" ¢ diferente da populagio de células T citotoxicas

convencionais (Huber et al., 2009).
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1.4. Células estromais mesenquimais multipotentes (MSCs)

A medula 6ssea contém, além das células-tronco hematopoéticas, precursores de
linhagens nao-hematopoéticas que incluem as células-tronco mesenquimais. As células-tronco
mesenquimais foram descritas pela primeira vez ha mais de 40 anos atrés, por Friedenstein e
colaboradores (1968) e a partir dai diversos pesquisadores descreveram essas células isoladas
da medula 6ssea como uma populagdo de células aderentes, que possui uma morfologia
fibroblastoide e capacidade de diferenciar-se in vitro em osso, cartilagem, gordura, tendao e
musculo (revisado por Covas et al., 2006). Essas células constituem uma populagdo rara de
progenitores multipotentes que contribuem para a homeostase tecidual, na regeneracdo de
tecidos mesenquimais, tais como 0sseo, cartilaginoso, muscular, adiposo, ligamento, tendao,
estroma medular, além de exercerem um papel fundamental na hematopoese (revisado por
Pittenger et al., 1999). Recentemente, alguns trabalhos mostraram a capacidade dessas células
de se diferenciarem em células além da linhagem mesodérmica, como células das linhagens
endodérmica e neuroectodérmica, incluindo neurdnios, hepatdcitos e células endoteliais
(revisado por Bernardo et al., 2009). Nos ultimos anos, uma nomenclatura para renomear as
células-tronco mesenquimais tém sido proposta, € o termo células estromais mesenquimais
multipotentes (MSCs) foi introduzido durante reunido da Sociedade Internacional de Terapia
Celular (ISCT) para se referir a essa populacao de células aderentes ao plastico, de morfologia
fibroblastdide e capacidade multipotencial de diferenciacdo (Horwitz et al., 2005).

As MSCs humanas foram primeiramente identificadas na medula 6ssea pds-natal e a
partir dai em uma variedade de outros tecidos, incluindo musculo, tecido adiposo, cordao
umbilical, veias e artérias, polpa dentaria e diversos tecidos fetais como medula 6ssea, figado,
bago. O liquido amniotico e a placenta tém se mostrado ricas fontes de MSCs, sendo que tanto
MSC:s fetais quanto maternas podem ser isoladas da placenta (revisado por Covas et al., 2006;
Bernardo et al., 2009). As freqiiéncia das MSCs presentes na medula 6ssea humana estd
estimada em cerca de 0,001% a 0,1% (Pittenger et al., 1999). Entretanto, a quantidade das
MSCs na medula 6ssea decresce com a idade, sendo que no recém nascido a freqiiéncia ¢ de 1
MSC em 10.000 células nucleadas e em uma pessoa de 80 anos essa freqliéncia passa para
cerca de IMSC em 1.000.000 células da medula (revisado por Covas et al. 2006)

As MSCS sao de facil isolamento, expansdo e cultivo, além de terem a capacidade de
se diferenciarem in vitro em outros tipos celulares (Ucelli et al., 2008). Elas caracterizam-se
pela auséncia de expressdo de marcadores de linhagens hematopoéticas tais como CD34,

CD45, CD14, glicoforina A, e pela expressdo média/alta de varios marcadores celulares tais
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como CD44, CD29, CD51/61, CD13, CD54, CD90, CD49¢, CD73, CD105, CD166, CD271,
CD140b, STRO e KDR, bem como algumas moléculas de adesdo essenciais envolvidas na
interacdo com cé¢lulas T, como VCAM-1, ICAM-1, e LFA-3 (Covas et al., 2006). Elas
expressam MHC de classe I e ndo expressam MHC de classe II , também ndo expressam
moléculas coestimuladoras como CD40, CD80 e CD86, e apresentam, portanto, um fenoétipo
hipoimunogénico (Le Blanc & Ringden, 2005). Desse modo, ¢ sugerido que as MSCS
escapam da vigilancia do sistema imune por possuirem antigenos de superficie que sdo
pobremente reconhecidos pelas células T alorreativas e células NK. Sendo assim, trabalhos da
literatura sugerem que elas possam ser transplantadas de forma alogénica, autdloga e até
mesmo xenogénica (Zhang et al., 2005; Vieira et al., 2008; Kerkis et al., 2008). Alguns
estudos recentes t€ém demonstrado experimentalmente a hipoimunogenicidade das MSCS,
pois mostraram que a infusdo de MSCS humanas em modelos animais imunocompetentes nao
levou a rejei¢ao das mesmas e proporcionou bons resultados terapéuticos (Kerkis et al., 2008;
Vieira et al., 2008). Desta forma, estes estudos tém fundamentado a aplicagao terapéutica de
MSCS alogénicas/xenogénicas em terapias celulares. Com base em suas propriedades
imunoldgicas e regenerativas, a literatura sugere que as MSCS alogénicas possam ser
aplicadas terapeuticamente na indugdo de tolerancia em transplantes e no tratamento de
doengas autoimunes humanas, mesmo na auséncia de imunossupressao concomitante. No
entanto, em 2006 um trabalho mostrou que MSCSs alogénicas foram rejeitadas in vivo em

condicdes alogénicas (Nauta et al., 2006a).

1.4.1. Propriedades imunomoduladoras das MSCs

As MSCS apresentam propriedades importantes de imunossupressio e
imunorregulagdo, tanto em in vitro quanto in vivo. A capacidade de imunomodulagdo das
MSCs, bem como células-alvo e moléculas envolvidas neste processo podem ser visualizados
na Figura 1. As MSCS apresentam a capacidade de modular a funcdo de varias populagdes
celulares do sistema imune (Uccelli et al., 2006; da Silva Meirelles et al., 2008; Ucelli, 2008).
Di Nicola e colaboradores mostraram que a proliferacdo de células T humanas, estimuladas
pela adi¢d@o de linfécitos alogénicos irradiados e células dendriticas ou por fitohemaglutinina
(mitdégeno), foi significativamente suprimida quando as culturas também continham MSCS
(Di Nicola et al., 2002). Corroborando esses achados, Le Blanc e colaboradores também
mostraram que as MSCS exerceram um efeito imunossupressor em culturas mistas de

linfocitos, onde em elevadas propor¢des as MSCS ndo s6 suprimiram a alorreatividade das
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células T como também reduziram a proliferacao dos linfocitos causada por fitohemaglutinina
(Le Blanc et al., 2003).

Além de atuarem sobre linfocitos T, outros trabalhos mostraram que as MSCs exercem
uma regulagdo geral sobre as respostas imunes, atuando também sobre outras células do
sistema imune inato e adaptativo (Aggarwal & Pittenger, 2005). Alguns estudos tém
demonstrado que MSCS interferem na diferenciagdo, maturacdo e funcdo de células
dendriticas (Maccario et al., 2005; Nauta et al,, 2006b). Outro mecanismo pelo qual as MSCs
modulam a resposta imune ¢ através da inducdo de células T reguladoras, onde ja foi
mostrado um aumento da populacio de células T reguladoras CD4 CD25 Foxp3"™ em co-
culturas de células mononucleares de sangue periférico com MSCs (Nauta & Fibbe, 2007). As
MSCs regulam também a atividade de células NK (Buhring et al., 2006) e proliferacdo de
c¢lulas B (Deng et al., 2005).

Os mecanismos responsaveis por esses efeitos de imunossupressao pelas MSCs ainda
nao estdo completamente entendidos, mas demonstram que tanto o contato célula-célula como
a produg¢do de fatores soluveis estejam envolvidos. Dentre os fatores soluveis na
imunossupressdo pelas MSCs, destacam-se: IDO (indoleamina 2,3-dioxigenase), oxido
nitrico, TGF-B1, IL-10, HGF e a prostaglandina E2 (PGE2) (revisado por da Silva Meirelles
et al., 2008).
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Figura 1. Possiveis mecanismos de interaciao entre MSCs e as células do sistema imunolégico.

(a) MSCs podem inibir a proliferagdo e citotoxicidade de células natural killer (NK), bem como sua produgéo de citocinas in
vitro. Estes efeitos sdo mediados pela prostaglandina E2 (PGE2), indoleamina 2-3, deoxigenase (IDO) e HLA-GS5 soluvel
(sHLA-GS5) secretados pelas MSCs. A morte das MSCs por células NK ativadas por citocinas envolve a interagdo do receptor
NKG2D expresso nas células NK com seu ligante ULBP3 ou MICA expressos nas MSCs, bem como a interagdo da molécula
DNAMI das células NK com os receptores de pailovirus (PVR) ou receptor de nestina-2 nas MSCs.(b) As MSCs inibem a
diferenciagcdo dos monocitos em células dendriticas mieldides imaturas (CDs), desviando o estado de células dedriticas
maduras para imaturas, inibindo a produ¢do de TNF-o por CDs ¢ aumentando a producdo de IL-10 por células dendriticas
plasmocitoides (CDp). PGE2 secretada pelas MSCs esta envolvida em todos estes efeitos. As CDs imaturas sdo suscetiveis a
morte por células NK ativadas por citocinas. O efeito das MSCs sobre as CDs compromete a apresentacdo de antigenos a
células T, as quais ndo proliferam e ndo promovem a expansdo clonal. Além disso, as MSCs deprimem o burst respiratorio e
retardam a apoptose espontanea de neutréfilos via secregdo constitutiva de IL-6. (c) A inibi¢do direta das fungdes das células
T CD4+ pelas MSCs depende da liberagdo de diversas moléculas soliveis pelas MSCs, incluindo PGE2,IDO, TGF-
(transformig growth factor), HGF (hepatocyte growth factor), iNOS (inducible nitric-oxide syntethase) e HO1 (haem
oxygenase-1). Ativagdo defectiva de células T CD4+ prejudica a fungdo de auxiliar a proliferacdo de células B e produgao de
anticorpos. A inibicdo da citoxicidade das células T CD8+ e a diferenciagdo de células T reguladoras (Tregs) estdo
relacionadas coma producdo de sHLA-GS pelas MSCs. Além disso, o aumento da expressdo de IL-10 pelas pCDs resultam
em um aumento da geragdo de células Tregs através de um mecanismo indireto.A inibigdo direta das células B pelas MSCs
parece ser dependente de fatores soliveis e contato célula-célula, mas esses mecanismos ainda ndo estdo totalmente

esclarecidos. (Adaptado de Ucceli et al., 2008)
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Os efeitos imunomoduladores das MSCs tém sido estudados em uma ampla variedade
de modelos animais. Um dos primeiros estudos in vivo demonstrou que a infuso sistémica de
MSCs derivadas de medula ¢ssea de babuinos prolongava a sobrevida de enxertos de pele
alogénicos (Bartholomew et al., 2002). O efeito in vivo imunossupressor das MSCs foi
observado no tratamento da doenga do enxerto-contra-hospedeiro (GVHD). Nesse trabalho, a
infusdo sistémica de MSCs derivadas de tecido adiposo e expandidas ex vivo foram eficientes
no controle do GVHD desenvolvida em camundongos apds o transplante de células-tronco
hematopoéticas haploidénticas (Yanez et al., 2006). Além do GVHD, foi mostrado que o uso
de MSCs em modelos de EAE (encefalomielite autoimune experimental) induziu uma
tolerancia periférica de células T contra antigenos proprios (Nauta & Fibbe, 2007). Deng e
colaboradores (2005) mostraram em um modelo animal de lupus eritematoso (camundongos
BXSB), que MSCs alogénicas foram capazes de inibir a autorreatividade de linfécitos B e T,
promovendo uma melhora dos sinais e sintomas da doenga (Deng et al., 2005).

Além da modulagdo de respostas imunes, outra propriedade interessante das MSCs
consiste em sua capacidade de migragdo para um sitio de injuria tecidual, apds administragdo
intravenosa, o que proporciona a sua utilizagdo como terapia celular em diversas doengas
(Tabela 1). O interesse crescente na utilizacdo das MSCs para a medicina regenerativa e para
a engenharia de tecidos deve-se a sua multipotencialidade, facil isolamento a partir de
inumeros tecidos sua capacidade de migra¢do in vivo e potencial de regeneracdo tecidual.
Além disso, as MSCs secretam um largo espectro de moléculas bioativas (citocinas ou fatores
de crescimento e fatores angiogénicos) que auxiliam o reparo/regeneracdo de regides

injuriadas (Uccelli et al., 2008).
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Tabela 1. Efeito bioldgico das MSCs em estudos pré-clinicos de diversas doencas.

Adaptada de Ucceli et al., 2008

Doenca

Modelo animal

Orgdo alvo

Mecanismos a¢do MSCs

Rota administracdo

Co-infusdo MSC e
HSC

Infarto miocardio

Rejeicdo enxerto pele

Derrame

Faléncia renal aguda

EAE

Diabetes

Artrite reumatoéide

Degeneragdo retina

Injtria pulmonar

aguda

Faléncia hepatica

Ovelha

Camundongo

Macaco

Rato

Rato

Camundongo

Camundongo

Camundongo

Rato

Camundongo

Rato

Hematopoéticos

Coragdo

Pele

SNC

Rins

SNC

Pancreas ¢

glomérulos renais

Articulagdes

Olho

Pulmao

Figado

Aumento da hematopoese

Desenvolvimento novos
midcitos e estruturas

vasculares

Inibigédo linfocitos T

Liberagdo de fatores
troficos e indugdo de

neurogénese

Inibigdo citocinas pro-
inflamatorias e liberagdo
fatores troficos e

antiapoptoticos

Inibigdo linfocitos mielina-
especifios e indugéo
tolerancia periférica

Indugéo céls progenitoras
locais e inibigdo de

infiltrado de macrofagos

Inibigdo céls T e geragdo

céls Tregs

Produgdo de fatores troficos

e antiapoptoticos

Inibigdo citocinas pro-

inflamatorias

Inibigdo da invasao
leucocitaria via liberagdo

citocinas

Sistémica

Local

Sistémica

Sistémica

Sistémica

Sistémica

Sistémica

Sistémica

Local

Sistémica

Meio condicionado

por MSCs
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1.4.2. Transplante de MSCs no diabetes experimental

Muitos estudos tém mostrado que o transplante de MSCs melhora o perfil metabolico
de diversos modelos animais de diabetes (Tabela 2). Entretanto, os mecanismos responsaveis
por tais melhoras ainda estdo sendo esclarecidos, e muitos resultados controversos ainda sao
apresentados na literatura.

Em 2006, Lee e colaboradores mostraram que células estromais multipotentes
humanas (hMSCs) migram e promovem reparo tecidual do pancreas e glomérulos renais em
camundongos NOD/scid diabéticos. Apds o tratamento, a glicose sanguinea dos camundongos
diabéticos normalizou, a concentragdao de insulina no soro aumentou em relagdo aos animais
nao-tratados, mas nado foi detectada insulina humana na circulacao (Lee et al., 2006). Urbéan e
colaboradores (2008) mostraram que MSCs cooperam com células da medula 6ssea (BMCs)
no tratamento do DM-1. Apés uma unica injecdo contendo 10° BMCs + 10° MSCs, a glicose
sanguinea e a concentracdo de insulina no soro voltaram a niveis normais, acompanhados por
uma eficiente regeneragdo do tecido pancreatico. Além disso, o transplante de MSCs causou
uma supressdo da proliferacdo dos linfocitos T especificos para antigenos de células
pancreaticas, possibilitando que as ilhotas recém formadas pudessem sobreviver e produzir
niveis normais de insulina (Urban et al., 2008). Outro trabalho recente, Ezquer e
colaboradores (2008) mostraram que a administracdo sistémica de MSCs reverteu a
hiperglicemia e preveniu nefropatia em camundongos com DM-1. Neste estudo, apds uma
Ginica infusdo de MSCS (0.5 x 10° ¢éls) a glicemia e a glicostiria mantiveram-se normais por
no minimo dois meses ¢ um aumento das ilhotas pancreaticas foi observado (Ezquer et al.,
2008). Em 2008, Zhao e colaboradores mostraram que a expressao de TGF-B por células
estromais derivadas de modula 6ssea de camundongos ICR foram capazes de reverter o
diabetes em camundongos NODs através da modulacio das subpopulacdes de células T CDA4.
Os pesquisadores demostraram que as MSCs foram capazes aumentar a freqiiéncia de células
T reguladoras e diminuir a freqiiéncia das células Th17. (Zhao et al., 2008). Boumaza et al.
(2009) demonstraram que o tratamento de ratos diabéticos com MSCs autologas derivadas de
medula 6ssea, levou ao aumento da expressdo de insulina e PDX-1 (Pancreas Duodenum
Homeobox-1, gene essencial para o desenvolvimento do pancreas e produgdo de insulina) nas
ilhotas pancreaticas, comparado aos animais controles. Além disso, em amostras de sangue
periférico dos animais tratados com MSCs observou-se aumento da freqiiéncia de células T
reguladoras quando comparado com grupo controle (Boumaza et al., 2009). Outro estudo que

mostra a capacidade de imunomodulagdo das MSCs no DM-1 foi publicado em 2009 por
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Madec e colaboradores. Neste estudo, uma tunica dose de MSCs derivadas de camundongos
Balb/c (10° células) foi capaz de reduzir a capacidade de células T diabetogénicas se
infiltrarem nas ilhotas pancreédticas de camundongos NODs, as MSCs migraram para os
linfonodos pancreéticos e promoverem a indugdo de células T reguladoras Foxp3™ produtoras
de IL-10 (Madec et al., 2009). Fiorina e colaboradores mostraram em 2009 o potencial
teraputico das células mesenquimais estromais derivadas de medula 6ssea murina em
camundongos NODs. Foi demonstrado que, a utilizagdo de MSCs alogénicas (derivadas de
linhagens de camundongos ndo diabéticos- Balb/c) foi capaz de retardar o desenvolvimento
da doenga em camundongos NODs pré-diabéticos e de reverter temporariamente a
hiperglicemia de 90% dos camundongos ja diabéticos. Entretanto, quando utilizaram MSCs
derivadas de camundongos NODs (autologa), estas foram incapazes de produzirem o mesmo
efeito das MSCs alogénicas. Além disso, as MSCs alogénicas apresentaram uma maior
capacidade de migragdo para os linfonodos pancreaticos em relagdo as autdlogas. Outro dado
muito importante mostrado neste trabalho foi que cerca de 20% dos camundongos NODs
tratados com MSCs autdlogas apresentaram tumores em diferentes 6rgaos, o que pode estar
correlacionado com a expressdo aumentada de genes ligados a proliferacdo e ciclo celular nas
MSCs derivadas de NODs em comparagdo com as MSCs de Balb/c (Fiorina et al., 2009).

Na grande maioria dos estudos utilizando MSCs no tratamento de doengas
autoimunes, o efeito terapéutico das MSCs ndo parece estar associado com sua
transdiferenciacdo nas células residentes que foram danificadas (células beta pancredticas),
mas sim parece estar mais relacionado com sua capacidade anti-proliferativa e anti-
inflamatoéria, além da capacidade de estimular a sobrevivéncia e proliferagdo de células
progenitoras residentes através da produ¢do de citocinas e fatores de crescimento soliveis, ou

seja, de seu efeito paracrino (Bernardo et al., 2009).
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Tabela 2. Estudos utilizando MSCs como terapia para o diabetes experimental

Modelo

Fonte

Dose e via de

Periodo da

Autores diabetes MSCs administracio doenca Resultados
Lee et al. 4 doses de STZ em 2 doses de 2x10° 6¢ 11 dias apos Reversﬁg hiperglicemia,
(2006) camundongos Humana céls Ventriculo STZ regeneragdo ilhotas e glomérulos
machos Nod/Scid esquerdo renais
1 dose de 1x10° 1x10° BMC + 1x10°MSCs foram
Urban et 5 doses de STZ MSC+ BlA\/IC BMC4+ MSC4$ 15 dias apés STZ suﬁcient(?s para reverterem a
al. (2008) camundongos MSC:.aloge.mca (2,5x10 g 5x10" ou hlperghcerma
: fémeas C57BL/6 ou singénica 1x10° céls) BMC ou MSC sozinhas nao
Veia caudal funcionaram
Inibicdo linfocitos T especificos
5 doses de STZ 1 dose de 0,5x10° N . . .
Ezquer et L . . . Reversdo da hiperglicemia,
camundongos Singénica céls 20 dias apos STZ o .
al. (2008) machos CS7BL/6 Veia caudal glicosuria, albumintria.
Reversdo hiperglicemia,
Zhao et Camundongos Alogénico 1 dose 5 x 10° céls 12 semanas de diminuigao proliferagdo céls T,
al. (2008) NODs & Veia caudal idade aumento Treg, diminui¢do Th17
dependente de TGF-
Boumaza 1 dose STZ (40-50 ] 4e IOS(}E;S apos Reversdo da hiperglicemia,
et al. mg/kg, i.v) ratos Singénica 2-3 doses 3x10” céls 2.4 ¢ 10 dias aumento da expressdo de PDX-1
(2009) féme;ls.Lewis Intravenosa ’ apbs nas ilhotas, mudanga para padrio
21e7di , Th2 resposta, aumento Tregs
,1 e 7 dias apos
Madec et I dose 1x 10° céls MSCs migou para LNs
al. (2009) Camundongos Alogénica Intraperitoneal ou 4 semanas de pancreéilcos, indugdo células
: NODs intravenosa idade FOXP3" produtoras de IL-10
Fiorina ‘ . 4 doses de 5x10° Preventivo (10 Retardo QO ini§i0 dg dgepga,
et al Camundongos Singénica e céls semanas) reversao hiperglicemia, inibi¢do
. NODs alogénica Terapéutico (apds  linfécitos T especificos, aumento
(2009) Intravenosa hi i . . ~
iperglicemia) de citocinas padrao Th2
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2. Objetivos

2.1. Objetivos gerais

Os dois objetivos principais do presente estudo foram:

I) Avaliar a populacao de células T reguladoras e células T produtoras de IL-17 (células Th17
e Tcl7) no modelo de diabetes experimental quimicamente induzido por multiplas doses de

estreptozotocina (STZ)

IT) Avaliar o potencial terapéutico de células estromais mesenquimais (MSCs) humanas no
tratamento do diabetes experimental quimicamente induzido por maultiplas dose de

estreptozotocina (STZ)

2.2. Objetivos especificos

1) Avaliar em diversos periodos de progressao da doenca quimicamente induzida:

- A histopatologia das ilhotas pancreaticas;

- A densidade de massa de células beta e células alfa pancreaticas;

- A populagio das células T reguladoras presentes no bago (células T CD4 CD25" positivas
para CTLA-4, GITR, PD-1 e Foxp3);

- A populagdo das células T reguladoras presentes nos linfonodos pancreaticos (células T
CD4'CD25" positivas para Foxp3);

- A populagdo das células T produtoras de IL-17 no bago e linfonodos pancreaticos (células
Th17 e Tcl7);

- As citocinas possivelmente envolvidas na destruicao das células beta pancreaticas.

2) Avaliar ap6s infusdo de células estromais mesenquimais (MSCs) humanas em
camundongos diabéticos:

- A evolugdo das taxas glicémicas;

- A histopatologia das ilhotas pancreaticas;

- A densidade de massa de células beta e células alfa pancreaticas.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Inducdo do diabetes quimicamente induzido por estreptozotocina (STZ) em

camundongos C57BL/6

O diabetes foi induzido em camundongos machos da linhagem C57BL/6, com 6-8
semanas de idade, apos administracdo intraperitoneal de 5 doses (40 mg/kg) diarias e
consecutivas de STZ (Sigma, St. Louis, MO). A STZ foi dissolvida em tampao citrato de

sodio (0,05 M, pH 4,5), mantida em gelo e utilizada dentro de 15 minutos ap6s preparo.

3.2. Monitoramento da glicemia

As taxas glicémicas dos camundongos foram monitoradas periodicamente e os animais
foram considerados diabéticos quando os niveis de glicemia estavam acima de 250 mg/dl, por
mais de duas medicdes consecutivas. Para tanto, uma gota de sangue foi retirada da
extremidade da cauda de cada animal e a taxa de glicose foi avaliada através do glicosimetro

Accu-Check GO (Roche), pela manha, na auséncia de jejum.

3.3. Anadlises histologicas do pdncreas

Camundongos foram sacrificados através de deslocamento cervical, sendo o pancreas
coletado e fixado em solucdo tamponada de formaldeido 10%, processado, incluido em
parafina e cortado no microtomo com espessura de 5 um. Ap6s montagem das laminas, os
cortes foram corados por hematoxilina e eosina ou pela coloragcdo de Gomori’s. As laminas
foram observadas sob microscopio optico (Olympus) para analise morfologica das ilhotas e
presenga/auséncia de infiltrado inflamatdrio (coloragdo hematoxilina e eosina) e avaliagdo da

massa de células produtoras de insulina (coloragdo de Gomori’s).

3.4. Reagoes de imunohistoquimica do pdncreas

Porg¢des do pancreas incluidas em parafina foram cortadas no micrétomo a 5 um para
realizacdo das rea¢des de imunohistoquimica. O material cortado, montado em laminas de
vidro, foi mantido em forno seco a 60 °C por 1 hora para adesio deste na ldmina. Em seguida,
o material foi desparafinizado e hidratado em uma bateria de xilol, alcool e agua. A
recuperagdo antigénica foi feita através da fervura dos cortes, em tampao citrato, pH 6.0, por 7

minutos no microondas. Apds recuperagdo, foi feito o bloqueio da peroxidase endogena com
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o reagente Peroxidase-Blocking Reagent (DAKO). Foi utilizado PBS+BSA 1% por 20
minutos para bloqueio das ligagdes inespecificas € em seguida o anticorpo primdrio purificado
rabbit anti-mouse anti-insulina (dilui¢do 1:100; Santa Cruz) ou anti-glucagon (dilui¢do 1:100;
AbCam) foi incubado por 1h. O kit Universal LSAB™+ Kit/HRP foi usado posteriormente
como fonte do anticorpo secundario e estreptavidina. A reagdo foi revelada com DAB e
contracorada com hematoxilina de Harris. As laminas foram observadas sob microscéopio

optico (Olympus) para avaliagdo da massa de células produtoras de insulina e glucagon.

3.5. Obtencao de esplendcitos de camundongos controles e tratados com STZ

Os animais foram sacrificados através de deslocamento cervical, sendo os bagos coletados
e colocados em placas de Petri pequenas e estéreis contendo 3 ml de meio de cultura RPMI
incompleto (auséncia de soro fetal bovino) sobre gelo. Em seguida, o tecido foi divulsionado até
obtenc¢ao de uma suspensao celular turva. Essa suspensao foi centrifugada a 1.500 rpm durante 10
min, a 4° C, sendo o sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido em 4 ml de tampdo de lise
Tris 0,17M e NH4CI 0,16M por 4 minutos. Para inativar a lise das células, foi acrescentado 6 ml
de RPMI completo (10% soro fetal bovino). As células foram centrifugadas a 1.500 rpm durante
10 min, a 4° C e posteriormente a concentra¢do celular foi ajustada para serem feitas as marcagdes

extracelulares e intracelulares para andlises por citometria de fluxo.

3.6. Obtengdo de linfocitos dos linfonodos pancredticos de camundongos controles e

tratados com STZ

Ap6s sacrificio dos animais, os linfonodos pancreaticos dos animais controles e diabéticos
foram coletados e colocados em placas de cultura contendo 3 ml de RPMI completo (10% soro
fetal bovino). Cada placa de cultura continha os linfonodos de dois animais do mesmo grupo
experimental, na tentativa de obter um nimero de células maior para as analises. Esses linfonodos
foram triturados até obtencao da suspensdo celular. As células foram centrifugadas a 1.500 rpm
durante 10 min, a 4° C e posteriormente a concentragdo celular foi ajustada para serem feitas as

marcagoes extracelulares e intracelulares para andlises por citometria de fluxo.

3.7. Imunofenotipagem das populacioes celulares do baco e linfonodos pancredticos de

camundongos controles e tratados com STZ

Aliquotas de 100 pl de solugdo, contendo 1 x 10° células, de esplendcitos ou células

dos linfonodos pancreaticos, foram incubadas com 100 pl de soro normal de coelho a 5% por
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40 minutos para minimizar a possibilidade de ligacao inespecifica dos anticorpos. Apos esse
periodo, as amostras foram incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente (TA), no
escuro, com 1ul de anticorpos monoclonais ou isotipos controles diretamente conjugados a
fluorocromos (FITC, PE, PERCP e APC), adquiridos da Becton-Dickinson (BD) ou
Pharmingen. Foram feitas marcagdes duplas ou triplas para a andlise das diversas
subpopulagdes celulares do bago e linfonodos pancreaticos. Todas as incubagdes foram
realizadas no escuro para evitar perda de fluorescéncia. As células foram centrifugadas por 5
minutos a 1500 rpm, lavadas duas vezes com PBS, ressuspendidas em 200 ul de PBS e
analisadas imediatamente no citometro de fluxo FACSort (BD). Para marcagao intracelular
(FOXP3), apds marcagdo com os anticorpos contra os antigenos de superficie, fixagdo (FACs
lysing solution, BD) ¢ lavagens, as células foram permeabilizadas por 10 minutos a TA com
500 ul de solugdo de permeabilizagdo (FACS permeabilizing solution, BD) e entdo incubadas
com o anticorpo monoclonal contra a proteina intracelular ou isotipo controle intracelular, por
30 minutos a TA. Em seguida, as células foram lavadas, ressuspendidas em PBS, e analisadas
imediatamente no citometro de fluxo.

As seguintes subpopulagdes celulares presentes no bago foram analisadas: CD3"
(linfocitos T totais), CD3'CD4" (linfocitos T helper ou auxiliares), CD3"CD8" (linfécitos T
citotoxicos), CDI1b'CDIlc” (macrofagos), CDI11b'CDI11¢’/CD11bCD11c”  (células
dendriticas), =~ CD4'CD25'GITR’, = CD4'CD25'PD-1°,  CD4'CD25'CTLA-4"
CD4'CD25'FOXP3", (células T regulatorias), CD3'CD4" IL-17" (linfécitos T helper
produtores de IL-17) e CD3+CD8+ IL-17" (linfécitos T citotoxicos produtores de IL-17).
Para as células dos linfonodos pancreaticos foram feitas as seguintes marcagoes:
CD4'CD25'FOXP3" (células T reguladoras), CD3'CD4" IL-17" (linfocitos T helper
produtores de IL-17) e CD3+CD8+ I1-17" (linfocitos T citotoxicos produtores de IL-17). Nao
foram feitas outras marcagdes em virtude da baixa quantidade de células obtidas dos
linfonodos pancreaticos.

Controles isotipicos (IgG;-FITC, 1gG,,-PE, IgG-PercP e 1gG2a-APC) foram incluidos
em todos os experimentos para determinacdo de marcacdo inespecifica. Durante a aquisi¢ao
das células, foi desenhada uma gate na populacdo de linfécitos (R1), estabelecida com base
nos parametros de tamanho (FSC) por parametros de granularidade (SSC). Foram adquiridos
100.000 eventos/amostra para as células do bagco e 20.000 eventos/amostra para as células dos
linfonodos pancreaticos. As analises foram realizadas utilizando-se o software Cellquest

(BD). Os eventos da gate de linfocitos (R1) foram analisados para marcacdo com os
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diferentes anticorpos por dot plot de fluorescéncia 1 (FL1), por fluorescéncia 2 (FL2). No
caso de marcagdes triplas, foram feitos dot plot de FL1 por FL2, em seguida foi desenhada
uma gate R2 na populacdo duplo-positiva. A marcagdo de fluorescéncia 3 (FL3) na gate R2
foi representada por um histograma de FL3. Para as moléculas CTLA-4, GITR, PD-1, CCR5
+total

e FOXP3 foram feitas analises das gates contendo as populagdes de linfocitos CD4"CD25
e CD4"CD25" (Figura I- Anexo).

3.8. Deteccao da producdo de IL-17 por linfocitos T

A produgio de IL-17 por linfocitos T CD4" (CD3'CD4") ou CD8" (CD3'CD8") foi
detectada por citometria de fluxo, realizando-se marcacdo intracelular de IL-17 produzida
pelos linfécitos em niveis basais ou apds ativagdo com estimulos policlonais. Esplendcitos e
células dos linfonodos pancreaticos foram isolados como descrito anteriormente,
ressuspendidas em RPMI contendo 10% de soro bovino fetal, plaqueadas em placas de cultura
de 6 wells, na concentragio de 2 X 10° céls/ml. As células foram incubadas a 37° C e
estimuladas com 25 ng/ml de PMA (forbol-miristato-acetato, Sigma) e 1 wg/ml de lonomicina
(Sigma). Apos 1 hora de estimulacdo, foi adicionado monensina (Sigma) e a incubagdo foi
mantida por mais 4 horas, totalizando um periodo de 5 horas de ativag¢do célula. A monensina
¢ uma inibidora do transporte intracelular de proteinas, onde a incubagdo de células na sua
presenga leva a um bloqueio do transporte de proteinas ao complexo de Golgi e um acimulo
dessas proteinas no reticulo endoplasmatico. Foram feitos dois tipos de amostras para os
esplendcitos: 1, controle ndo-estimulado (células + monensina), usado para determinar o nivel
de producdo basal de IL-17; 2, amostra estimulada (células + monensina + PMA +
Ionomicina). Ja para as células dos linfonodos pancreaticos, todas as células foram
estimuladas, pois nao havia células o suficiente para fazer os dois tipos de amostra (basal e
ativada). Apos as 5 horas, 1x10° células/amostra foram incubadas com 100 pl de soro normal
de coelho a 5% por 40 min e posteriormente com anticorpos monoclonais (diretamente
conjugados a fluorocromos) contra os antigenos de superficie (CD3/CD4 ou CD3/CDS) ou
isotipos controles, por 20 minutos a TA. Todas as incubagdes foram realizadas no escuro para
evitar perda de fluorescéncia. Apds a marcagdo, as células foram lavadas com PBS,
centrifugadas por 5 minutos a 1.500 rpm, ressuspendidas em 1 ml de solucdo de fixagao e lise
(FACs lysing solution, BD) e incubadas por 10 minutos a TA. Em seguida, as células foram
centrifugadas por 5 minutos a 1500 rpm, ressupendidas em 500 pl de solugdo de

permeabilizacdo (FACS permeabilizing solution, BD) e incubadas por 10 minutos a TA. Apos
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lavagem com PBS, as células foram incubadas com anticorpo anti-citocina IL-17 ou isotipo
controle intracelular diretamente conjugados a fluorocromos por 30 minutos a TA. As células
foram entdo lavadas novamente, ressupendidas em 200 pl de PBS e analisadas no citdmetro
de fluxo. Controles isotipicos (IgGi-FITC, IgGo,-PE, IgG;-Percp e IgG2a-APC) foram
incluidos em todos os experimentos para determinagdo de marcacao inespecifica.

Foram adquiridos 100.000 eventos/amostra para as células do bago e 20.000
eventos/amostra para as células dos linfonodos pancreaticos. As analises foram realizadas
utilizando-se o software Cellquest (BD). Os eventos da gate de linfocitos (R1) foram
analisados para marcagdo com os diferentes anticorpos por dot plot de fluorescéncia 1 (CD3),
por fluorescéncia 2 (CD4/CD8). Em seguida foi desenhada uma gate R2 na populacio duplo-
positiva. A marcagcdo de fluorescéncia 3 (IL-17) na gate R2 foi representada por um

histograma de FL3.

3.9. Dosagem de citocinas do homogenato pancredtico

Apos sacrificio dos animais, por¢des do pancreas foram coletadas, pesadas e
congeladas a -70 °C na presenga de 700 pl de inibidor de proteases Complete (Roche). Cerca
de 2 horas antes da dosagem das citocinas, o material foi descongelado e triturado com o
auxilio do Politron (Brinkman) para obtencdo do homogenato pancreatico. Apds
homogeneizagao, o preparado foi centrifugado e o sobrenadante coletado para quantificacao
por ELISA das seguintes citocinas: 1L-23, IL-17, IL-6, IFN-y, TNF-a e IL-10 (Kits R&D
System).

3.10. Isolamento das células estromais mesenquimais (MSCs) de medula d6ssea humana

Cerca de 15 ml de medula 6ssea foram aspirados de individuos saudaveis através de
puncdes de crista iliaca posterior direita, apds consentimento assinado. A separagdo das
células mononucleares da medula dssea foi feita através da centrifuga¢do em gradiente de
densidade Ficoll Hypaque™, e cerca de 1x10” células foram ressuspensas em meio de cultura
a-MEM com 15% de soro bovino fetal (SBF), plaqueadas em garrafa de 75 cm” e cultivadas a
37°C com 5% de CO,. Ap6s 3-7 dias, as células ndo-aderentes foram removidas e adicionados
20 ml de meio de cultura. O meio de cultura foi trocado a cada 3-4 dias e quando as células
estiveram semi-confluentes, estas foram tripsinizadas e repicadas (1° passagem). Na terceira

passagem, foram separadas amostras para: 1: caracterizagdo imunofenotipica; 2:
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caracterizagcdo do potencial de diferenciacao das MSCs em adipocitos e ostedcitos; 3: infusdo

nos camundongos C57BL/6 tratados com STZ.

3.11. Imunofenotipagem de MSCs humanas derivadas de medula ossea

Aliquotas de 100 pl de MSCs, na concentragdo de 1x10° células/ml foram incubadas
por 20 minutos a TA, no escuro, com 5ul de anticorpos monoclonais ou isotipos controles
diretamente conjugados a fluorocromos (isotiocianato de fluoresceina (FITC) ou ficoeritrina
(PE)). Foram feitas marcagdes simples ou duplas para a analise dos diversos marcadores.
ApoOs a incubacao, as células foram centrifugadas por 5 minutos a 1.500 rpm, lavadas duas
vezes com PBS, ressuspendidas em 200 ul de PBS e analisadas imediatamente no citdmetro
de fluxo FACSort (Becton-Dickson). Foram adquiridos 20.000 eventos/amostra com base nos
parametros de tamanho (FSC) por granularidade (SSC). As andlises foram realizadas
utilizando-se o software Cellquest (BD). Para a caracterizagdo imunofenotipica das MSCs
humanas foram utilizados os anticorpos monoclonais contra os seguintes marcadores: CD45,
CD14, CD29, CD51/61, CD44, CD90, CD105, CD31, CD54, CD73, CD105, CD34, HLA-
CLASSE I, HLA- CLASSE II, CD166, CD49¢, CD146 e CD13.

3.12. Diferenciacio das MSCs em adipdcitos e ostedcitos

Para avaliagdo do potencial de diferenciagdo in vitro das MSCs em adipdcitos e
ostedcitos, 3x10* MSCs foram plaqueadas sobre laminulas de vidro colocadas no interior de
pogos da placa de 24 pocos, contendo 1 mL de meio de cultivo cultura a-MEM com 15%
SBF. Apo6s 48 horas, o meio de cultivo foi substituido pelo meio indutor de diferenciacao de
adipdcitos ou osteocitos. Células cultivadas em meio a-MEM com 15% SBF serviram como
controles do experimento. Para diferenciagdo em adipocitos, o meio de cultura a-MEM com
15% SBF foi suplementado com 100 mM de dexametasona, 10 pg/mL de insulina, 100 pM de
indometacina (pH 7,2). O meio indutor de osteogénese era composto de a-MEM com 7,5%
SBF, 1 uM de dexametasona, 200 uM de acido ascoérbico, 10 mM de B-glicerolfosfato (pH
7,2). Durante a indu¢do da diferenciacdao, os meios indutores foram renovados a cada trés
dias e as células foram mantidas em cultura por 21 dias. Apos este periodo, a diferenciagao
das MSCs em adipdcitos ou em ostedcitos foi avaliada por meio das coloragdes de Sudan II-
Escarlate e de Von Kossa, respectivamente. Para verificar a ocorréncia de diferenciagdo
adipocitica, as células aderidas as laminulas foram fixadas em paraformaldeido 4% durante 15

minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foram incubadas em alcool 70% por 3 minutos
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seguida da incubagdo com os corantes Sudan IlI-Escarlate e Hematoxilina de Harris. A
diferenciagdo em ostedcitos foi avaliada por meio da coloragio de von Kossa.
Resumidamente, as células aderidas as laminulas foram fixadas em paraformaldeido 4%
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Apos a lavagem com agua destilada, as células
foram incubadas em solugdo de nitrato de prata 5% no escuro durante 30 minutos e, apos
decorrido o tempo, as células foram lavadas com agua destilada. Em seguida, as laminulas
contendo as células foram expostas a luz branca de uma lampada de 100W posicionada a 30
cm de distdncia das amostras por 45 minutos. Apos este periodo, as células foram incubadas
durante poucos segundos em solugdo de tiossulfato de sédio 5%, lavadas com agua destilada

e, por fim, coradas com Hematoxilina de Harris durante 2 minutos.

3.13. Infusdo de MSCs em camundongos C5BL/6 tratados com STZ

Na terceira passagem, as MSCs humanas foram tripsinizadas, lavadas com RPMI
completo + Pulmozyme (DNAse-Roche) para evitar formacdo de grumos celulares e
coletadas para infusdo via intravenosa. O pellet celular foi ressuspendido em 200 pl de
PBS+Pulmozyme e mantido em gelo até o momento do transplante. Foram transplantadas
duas doses de 0,5x10° células e 1x10° células , com intervalo de uma semana entre as
infusdes, no plexo orbital dos camundongos C57BL/6 tratados com STZ, anestesiados com
ketamina e xilasina intramuscular. Os transplantes foram realizados nos dias 21 e 28 apds
administracdo da ultima dose STZ. Os grupos controles receberam as multiplas doses de STZ

e no momento dos transplantes receberam apenas injecdes contendo PBS+Pulmozyme.

3.14. Teste de Tolerdincia a Glicose

Apds 8h de jejum foi realizado o teste de tolerancia a glicose nos animais diabéticos
que receberam ou ndo as infusdes de MSCs, bem como animais saudaveis (WT-selvagens). A
solucao de glicose foi administrada na cavidade peritoneal na concentragao de 1,5 mg por
grama de animal e a glicemia foi monitorada antes da injecao de glicose, 15, 30, 60, 90, 120 e
180 minutos ap6s a administracdo desta. Para tanto, uma gota de sangue foi retirada da
extremidade da cauda de cada animal nos determinados periodos de tempo ¢ a taxa de glicose

foi avaliada através do glicosimetro Accu-Check GO (Roche).
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3.15. Coleta e congelamento do pdncreas

Camundongos tratados ou nao com MSCs e camundongos WT foram sacrificados
através de deslocamento cervical e amostras de pancreas foram coletadas e congeladas em
Tissue Tek® OCT (Sakura) e mantidas a -70°C para realizagdo das reacdes de

imunofluorescéncia.

3.16. Reagoes de imunofluorescéncia do pancreas

Por¢des do pancreas, congelados em Tissue Tek®™ OCT, foram cortadas na espessura
de 8 um no criostato e os cortes fixados em acetona gelada por 10 minutos. Apds fixagdo, as
laminas foram mantidas por 1 hora em solugdo de glicina 0,1M para remog¢do dos
grupamentos aldeidos e em seguida em PBS+BSA 2%+Triton100x 0,1% por 30 min para
permeabilizacdo da amostra. O anticorpo primario (anti-insulina ou anti-glucagon — diluigdo
1:100; Santa Cruz Biotechnology) foi incubado por 2 horas, lavado e o anticorpo secundario
conjugado com Alexa 594 (dilui¢dao 1:200; Invitrogen) foi adicionado por mais 1 hora. Apos
lavagem, foi acrescentado o DAPI (Abbot Molecular) por 5 minutos e em seguida as laminas
montadas com Fluormount (Sakura). As laminas foram analisadas através de microscopio de
fluorescéncia (Zeiss Axioscop 2 Plus) para detecg¢do das células positivas para os hormonios

acima mencionados.

3.17. Quantificacdo da regiao marcada por imunofluorescéncia

O total de area marcada (positiva) para insulina nas ilhotas pancreaticas foi

quantificada através do software Imagel.

3.18. Analise dos dados

Foi utilizado o t-test para avaliar as diferencas existentes entre dois grupos
experimentais (tratados com STZ x controles, ou tratados com MSC x ndo tratados). Para
comparagao de mais de dois grupos, utilizamos o teste ANOVA e como pds-teste Tukey's. As
diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor p foi menor que
5% (p <0,05). Todos os testes estatisticos e a confeccdo dos graficos foram realizados pelo

programa estatistico GraphPad.
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4. Resultados

4.1. Caracterizagdo das populagoes de células T reguladoras e células T produtoras de IL-

17 no modelo de diabetes quimicamente induzido por estreptozotocina (STZ).

4.1.1. Padronizacido do modelo de diabetes quimicamente induzido por STZ:

Evolucao da hiperglicemia e peso corporeo

O diabetes foi induzido em camundongos machos (25g, n=5), da linhagem C57BL/6,
apos administragdo intraperitoneal de 5 doses didrias e consecutivas de STZ (40 mg/kg)
dissolvida em tampao citrato de s6dio. Os animais controles (25g, n=5) receberam apenas
injecdes de tampao citrato de sodio. As taxas glicémicas e o peso dos camundongos foram
monitorados periodicamente e os animais foram considerados diabéticos quando os niveis de
glicemia estavam acima de 250 mg/dl, por mais de duas medi¢des consecutivas. Para tanto,
uma gota de sangue foi retirada da extremidade da cauda de cada animal e a taxa de glicose
foi avaliada pela manha (ndo jejum) utilizando-se um glicosimetro Accu-Check Go (Roche).

Antes do inicio do tratamento com STZ, os animais apresentavam média de glicemia
de 132,5 + 12,39 mg/dl. No 10° dia apds o inicio da administragdo de STZ a taxa glicémica
aumentou, chegando a atingir niveis considerados hiperglicémicos (301 + 105,34 mg/dl). A
partir desse periodo, o grupo injetado com STZ se manteve diabético e hiperglicémico, sendo
este fato comprovado por altos niveis de glicose no sangue até o 110° dia de observagao, no
qual foi o periodo maximo de observagdo. Por outro lado, os animais controles mantiveram
niveis normais de glicemia, com média de 114,52 + 2,50 mg/dl ao longo de todo periodo
observado (Figura 2). Os valores das glicemias mensuradas nos diversos periodos de tempo
analisados estdo resumidos na Tabela 3.

Com relagdo ao massa corporea, foi possivel observar que os animais tratados com
STZ mantiveram a mesma massa corporal em todo periodo analisado, enquanto que os
animais controles adquiriram peso ao longo do experimento. No grupo de animais tratados
com STZ, a média do peso antes da administracdo de STZ foi de 25, 2 + 0,14 g ¢ apds 110
dias pos-tratamento com STZ essa média foi de 24,4 + 2,00 g (p>0,05). Por outro lado, os
animais do grupo controle ganharam peso com o passar dos dias, sendo que a média do peso
no inicio do experimento foi de 25,2 + 0,10g e no final foi para 31,0 + 1,01g (p<0,05)

Os valores dos pesos mensurados nos diversos periodos de tempo analisados estdo

resumidos na Tabela 4.
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Figura 2. Evolucio da hiperglicemia dos camundongos tratados com multiplas doses de STZ. Os animais
tratados com estreptozotocina (STZ, n=5) receberam cinco doses diarias e consecutivas de STZ (40 mg/kg) diluidas em
tampdo citrato de sodio (via i.p) e os animais controles (n=5) receberam somente inje¢des contendo tampdo citrato de s6dio
somente. As glicemias foram monitoradas periodicamente pela manha, na auséncia de jejum. Os camundongos tratados com
STZ desenvolveram hiperglicemia que se manteve durante todo periodo analisado. Os animais controles apresentaram
valores normais de glicemia durante todo estudo. Cada ponto no grafico corresponde a média dos valores mensurados em um

determinado periodo de tempo, com o respectivo desvio padrao.
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Tabela 3. Valores das taxas glicémicas (mg/dl) dos animais controles e dos animais tratados com

multiplas doses de STZ.

Dias apos administracgdo

Controle (n=5)
(mg/dl)

STZ (n=5)
(mg/dl)

0
5
10
17
21
27
38
41
45
52
55
62
83
110

110,00 + 10,53
111,66 + 11,50
117,33 + 17,47
116,33 +£20,98
121,33 +£ 19,85
113,60 + 14,01
116,00 + 21,50
122,00 + 10,53
118,66 £+ 13,42
115,00 £+ 16,82
112,66 + 16,86
107,66 + 15,94
108,29 + 12,74
112,60 + 19,34

132,5 +12,39
216,5 +45,71

301,0 + 105,34

303,0 + 79,50
411,7 + 84,18
407,0 +52,52
390,0 +£ 53,91
342,6 £ 50,14
384,0 + 13,07
423,0 +59,75
407,2 +41,29
373,5 £ 28,99
451,3 + 68,96
400,0 + 66,40

Os animais tratados com estreptozotocina (STZ, n=5) receberam cinco doses diarias e consecutivas de STZ (40 mg/kg)
diluidas em tampao citrato de sodio (via i.p) e os animais controles (n=5) receberam somente injecdes contendo tampao
citrato de sddio somente. As glicemias foram monitoradas periodicamente pela manha, na auséncia de jejum. Os valores

estdo representados pela média + desvio padrao.
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Figura 3. Evolucio do massa corporal dos camundongos controles e tratados com multiplas doses de STZ.
Os animais tratados com estreptozotocina (STZ, n=5) receberam cinco doses diarias e consecutivas de STZ (40
mg/kg) diluidas em tampao citrato de sodio (via i.p) e os animais controles (n=5) receberam somente injecdes
contendo tampdo citrato de soédio somente. Os pesos foram monitorados periodicamente. Os camundongos
tratados com STZ mantiveram o mesmo peso corporal durante todo periodo analisado, enquanto que os animais
controles ganharam peso com o passar do tempo. Cada ponto no grafico corresponde a média dos valores

mensurados em um determinado periodo de tempo, com o respectivo desvio padrao.
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Tabela 4. Valores da massa corporal (g) dos animais controles e dos animais tratados

com multiplas doses de STZ.

Dias apés STZ Controle (n=5) STZ (n=3)
(2 (2

0 25,2+0,10 25,2+0,14
5 25,6 + 0,15 24,4 + 0,64
10 26,3 +0,21 24,2 + 0,66
17 26,7+ 0,12 24,5 + 0,58
21 27,0+ 0,10 24,6 + 0,42
27 27,2+0,15 24,3+ 0,50
38 27,5+ 0,06 24,3 + 0,88
41 27,8 +0,10 23,4+ 1,01
45 279 +0,15 24,0+ 1,03
52 28,3+0,26 23,9+ 1,02
55 28,5+ 0,36 242+ 041
62 28,8+ 0,15 242+ 120
83 29,0 + 0,12 25,0+ 1,80
110 31,0 + 1,01 24,4+ 2,00

Os animais tratados com estreptozotocina (STZ, n=5) receberam cinco doses diarias e consecutivas de STZ (40 mg/kg)
diluidas em tampao citrato de sodio (via i.p) e os animais controles (n=5) receberam somente inje¢des contendo tampao

citrato de s6dio somente. Os valores estdo representados pela média + desvio padro.
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4.1.2. Comparagdo entre animais tratados e ndo tratados com STZ, em relagdo as
andlises histopatologicas e possiveis mecanismos imunoldgicos envolvidos no

desenvolvimento e progressdo do diabetes experimental.

Apds a inducdo do diabetes por STZ, os animais foram sacrificados em diferentes
periodos da doenca para serem analisados alguns parametros tais como: morfologia do
pancreas, preservacao ou presenga de infiltrado inflamatério nas ilhotas pancreaticas,
avaliacdo da massa de células produtoras de insulina e glucagon, imunofenotipagem das
populacdes celulares e linfocitarias do baco e linfonodos pancredticos e dosagem de citocinas
do homogenato pancreatico.

Os animais foram sacrificados 6, 11, 18, 25 dias ap6s o tratamento com STZ para
avaliacdo dos parametros descritos acima, sendo esses comparados ao grupo controle
(tratamento com tampao citrato). Em cada periodo estudado, utilizamos quatro animais
controles (n=4) e seis animais tratados com STZ (n=6), a fim de minimizar as possiveis
interferéncias metodoldgicas nos diferentes dias de experimento.

As andlises histopatologicas foram feitas a partir de cortes histoldgicos do pancreas
que foram anteriormente fixados em formol 10%, processados e incluidos em parafina. Foi
analisada a integridade das ilhotas pancreaticas, morfologia, ¢ a presenga/auséncia de células
infiltradas através da coloragao por hematoxilina e eosina.

Avaliamos a massa de células beta produtoras de insulina através de duas
metodologias distintas, coloracdo de Gomori’s e reacdo de imunohistoquimica utilizando um
anticorpo anti-insulina. A massa de células alfa produtoras de glucagon foi avaliada através da
reacdo de imunohistoquimica utilizando um anticorpo anti-glucagon.

As populacdes celulares analisadas no baco dos animais tratados e ndo tratados com
STZ foram: células T CD3'CD4" (linfécitos T helper ou auxiliares), células TCD3 'CD8"
(linfocitos T  citotdxicos), células  CDIIb'CDllc”  (macrofagos), células
CD11b'CD11¢"/CD11b'CD11c" (células dendriticas). Foram analisadas também moléculas
de propriedades regulatorias (CTLA-4, GITR, PD-1) expressas na superficie das células das
populacdes de linfocitos T CD4'CD25" ¢ T CD4'CD25"™. A populagio de células T
reguladoras (Tregs) foi estudada com base na marcagdo intracelular do fator de transcri¢do
Foxp3. Além disso, avaliamos a frequéncia de células produtoras de IL-17 (CD3'CD4" IL-17"
e CD3'CD8" IL-17") no bago dos animais tratados ou ndo com STZ por meio de marcagdo da

citocina intracelular. Nos linfonodos pancreaticos, em virtude da baixa quantidade de células
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obtidas, estudamos apenas a populagdo de células Tregs (Foxp3") e as células produtoras de
IL-17 (CD3"CD4" IL-17" e CD3+CD8+ I1-17").
Realizamos também a quantificacdo de algumas citocinas (IL-23, IL-17, IFN-y, IL-6,

TNF-a e IL-10) no homogenato pancreatico através do ensaio de ELISA.

4.1.2.1 Anadlises do periodo de 6 dias apos o tratamento com STZ

a) Animais

Seis dias apds a inducao do diabetes por STZ, o grupo que recebeu o tratamento com a
droga (n=6) apresentou média de glicemia de 234,66 + 25,68 mg/dl enquanto que a do grupo
controle (n=4) foi de 123,25 + 11,08 mg/dl.

b) Anadlises histoldgicas do pdncreas

Através da coloragdao de hematoxilina-eosina, as ilhotas pancreaticas do grupo controle
mostraram-se com morfologia tipica (arredondada), sem a presenca de células infiltradas. Por
outro lado, foi possivel observar nos animais que receberam as doses de STZ a presenca de
infiltrado inflamatorio ao redor das ilhotas (peri-insulite) e em alguns casos células infiltradas
no interior das ilhotas (insulite), caracterizando assim o inicio do processo inflamatorio e
destruicdo das ilhotas pancreaticas decorrente da toxicidade da STZ (Figura 4).

Através da coloragdo de Gomori’s, podemos notar que algumas células produtoras de
insulina foram destruidas, uma vez que a intensidade da coloracdo das ilhotas dos animais
tratados com STZ foi menor do que nos animais controles (Figura 5a,5b). Resultados
semelhantes foram obtidos através da reagdo de imunohistoquimica utilizando um anticorpo
anti-insulina, na qual os animais controles apresentaram extensa area marcada para insulina e
nos animais tratados com STZ essa marcag¢ao foi visivelmente menor. (Figura Sc, 5d)

Realizamos também reacdes de imunohistoquimica para avaliar a massa de células
produtoras de glucagon, e através da Figura 6 foi possivel notar que essa populagdo de células
ndo foi alterada em virtude do tratamento com STZ. As células alfa mostraram-se distribuidas
na regido periférica da ilhota, em quantidades semelhantes (intensidade de marcag¢do) em

ambos os grupos estudados.
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Figura 4. Analises histolégicas do pincreas de animais controles e tratados com multiplas doses de STZ

seis dias apés a inducdo do diabetes. O péncreas foi coletado, incluido em parafina, cortado a 5um, corado com
hematoxilina-eosina e visualizado em microscopio Optico. (a) Ilhota pancredtica de camundongo controle, exibindo
morfologia arredondada tipica, ausente de células inflamatéria infiltradas, aumento 400x. (b,c) Seis dias apds a administragao
das multiplas doses de STZ, o pancreas dos animais exibiram inicio do processo inflamatoério no interior (insulite) e ao redor

das ilhotas pancreaticas (peri-insulite), aumento 100x.
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Figura 5. Anilise da massa de células beta produtoras de insulina nos animais controles e tratados com

multiplas doses de STZ seis dias apoés a indugao do diabetes. O pancreas foi coletado, incluido em parafina, cortado
a 5um, corado com a coloragdo de Gomori’s (a,b) ou realizada reagdo de imunohistoquimica (streptavidina/peroxidase) para
insulina (c,d,e). (a,c) Ilhotas pancreaticas de camundongos controles exibindo densa massa de células beta produtoras de
insulina, evidenciada pela intensa coloragdo de Gomori’s (a) e forte marcagdo para insulina (c). (b,d,e) Seis dias apds a
administragdo das cinco doses consecutivas de STZ, as ilhotas pancreaticas dos animais tratados apresentaram parcial
destruic@o das células beta produtoras de insulina, uma vez que a coloragdo de Gomori's (b) e a intensidade da marcagao para

insulina (d,e) diminuiram em relagdo ao grupo controle.(a,b,c,d) aumento 100x; (¢) aumento 400x.
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Figura 6. Analise da massa de células alfa produtoras de glucagon nos animais controles e tratados com

miiltiplas doses de STZ seis dias apés a indu¢@o do diabetes. O pancreas foi coletado, incluido em parafina, cortado
a Sum e posteriormente realizada reagdo de imunohistoquimica (streptavidina/peroxidase) para glucagon. (a) Ilhotas
pancreaticas de camundongo controle exibindo a localizagdo periférica da massa de células alfa produtoras de glucagon,
aumento 100x. (b) Seis dias apds a administragdo das multiplas doses de STZ, as ilhotas pancreaticas dos animais tratados

apresentaram o mesmo padrio de distribui¢o periférica e densidade de células alfa do grupo controle, aumento 100x.

¢) Imunofenotipagem das populacoes celulares e linfocitarias do baco e linfonodos
pancredticos seis dias apos inducdo do diabetes.

Seis dias ap6s a ultima dose de STZ, o bago e linfonodos pancreaticos foram retirados
dos animais controles (n=4) e dos animais diabéticos (n=6) para estudarmos as possiveis
alteracdes sistémicas (baco) ou locais (linfonodos pancreaticos) que ocorrem durante o
desenvolvimento da doenca quimicamente induzida. O numero absoluto de células totais
presentes no baco dos animais controles (8,59 + 1,45 x107 céls) e dos animais tratados com
STZ (8,21 +1,30 x107) foi semelhante (p=0,680). No entanto, o grupo que recebeu as
multiplas doses de STZ apresentou um maior numero absoluto de células totais nos
linfonodos pancreaticos em relagdo ao grupo controle (6,92 + 0,24 x10° céls grupo controle vs

8,98 +0,17 x10° céls grupo tratado com STZ, p= 0,043).

c.1) Andlises das populacoes celulares do baco

Seis dias apos o tratamento com STZ, as populagdes de linfocitos T helper
(CD3"CD4") e de linfocitos T citotoxicos (CD3'CD8") mostraram-se aumentadas no baco dos
animais que foram tratados com STZ em relacdo aos animais controles (Figura 7). A

porcentagem de células T CD3'CD4" presentes no bago dos animais controles foi de 18,07 +
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1,51% enquanto que nos animais tratados com STZ foi de 21,71 + 1,70 (p= 0,036). Com
relagdo as células T CD3'CD8", estas estiveram presentes na frequéncia de 10,68 + 1,41% no
baco dos animais controles e aumentaram para 18,85 + 1,51% nos animais tratados com STZ
(p=0,010).

As populagdes celulares de macrégafos (CD11b'CDI11c’) e de células dendriticas
(CD11b'CD11¢"/CD11b°CD11c") estiveram em quantidades similares nos dois grupos de
animais estudados. A frequéncia de macréfagos no bagco dos animais controles foi de 3,27 +
1,41% e, apesar do valor obtido ser maior nos animais que receberam a STZ, 6,13 + 1,92%,
este aumento nao foi estatisticamente significativo (p=0,061). O bago dos animais controles
continham cerca de 5,20 + 1,04% de células dendritcas e o nos animais tratados com STZ a

porcentagem dessas células foi de 5,76 + 1,41% (p=0,522).
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Figura 7. Anilise das populacées de células T CD4", T CD8', macréfagos e células dendriticas presentes
no baco de animais controles e tratados com miltiplas doses de STZ seis dias apos induciio do diabetes.
Seis dias apos tratamento com STZ/tampdo citrato, o bago dos animais foi coletado e os esplenocitos isolados para
imunofenotipagem e analise por FACS. A populagdo de linfocitos T helper foi avaliada com base na marcacéo dupla positiva
para CD3+CD4+, os linfocitos T citotoxicos como CD3+CD8+, os macréfagos foram caracterizados com base na marcagéo
CD11b+CDl1c-, e a populagéo de células dendriticas foram identificadas através das marcagoes CD11b+CD11c+/CD11b-

CDl1c+. As barras verticais representam a média dos valores percentuais, com o respectivo desvio padrdo. (* p<0,05)

Estudamos também a expressdo da molécula CD25 (cadeia o do receptor da citocina
IL-2) na superficie dos linfocitos T helper. Os animais tratados com STZ apresentaram
frequéncia de células T CD4" que expressavam a molécula CD25 na superficie (CD4 CD25")
semelhante ao grupo controle (Figura §). No bago dos animais controles, a porcentagem de
células T CD4" CD25" foi de 2,93 + 0,88%, enquanto que nos animais tratados com STZ foi
de 3,38 + 0,25% (p=0,058). A mesma relagdo pode ser vista na populagdo de células T CD4"
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que exibiam alta expressao de CD25 na superficie (CD4+CD25hi), sendo que nos animais
controles a frequéncia dessas células no baco foi de 0,32 + 0,21% e nos animais tratados com

STZ de 0,34 + 0,06 % (p=0,803).
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Figura 8. Analise das populacdes de células T CD4'CD25" e T CD4'CD25" presentes no bago de animais
controles e tratados com multiplas doses de STZ seis dias apoés a inducdo do diabetes. Seis dias apos
tratamento com STZ/tampao citrato, o bago dos animais foi coletado e os esplendcitos isolados para imunofenotipagem e

analise por FACS. As barras verticais representam a média dos valores percentuais, com o respectivo desvio padrdo. (*

p<0,05)

Foram analisadas também as células com perfil regulatério nos bacos dos animais
controles e tratados com STZ nesse dado periodo. As moléculas envolvidas na regulagdo da
resposta imune analisadas foram: CTLA-4, GITR e PD-1. No grupo de animais tratados com
STZ, a porcentagem das células T CD4'CD25" que expressavam as moléculas CTLA-4 (8,02
+ 2,62 % vs 14,77 + 6,21%, p=0,048) e PD-1 (12,21 + 3,65% vs 18,49 + 3,43%, p=0,043)
encontraram-se diminuidas em relagdo ao grupo controle (Figura 9a). Entretanto, a frequéncia
das células T CD4°CD25" que expressavam a molécula GITR foi semelhante nos grupos
controles e tratados com STZ (4,17 + 0,43% vs 3,72 + 2,17%, respectivamente; p=0,743).

Comparamos também a intensidade média de fluorescéncia (IMF) das moléculas
CTAL-4, PD-1 e GITR na superficie das células T CD4 CD25" nos dois grupos de animais.
Foi possivel observar menor expressdo destas moléculas através da IMF nas células
provenientes dos animais tratados com STZ em comparagdo com o grupo controle (Figura
9b), entretanto essa diferenga s6 foi estatisticamente significativa para o GITR e PD-1
(p<0,05). Os valores das IMFs das moléculas estudadas estdo resumidos na Tabela 5.

A expressdo das mesmas moléculas foram analisadas para a populagdo de células T

CD4" que expressavam altos niveis de CD25 na sua superficie (CD4+CD25hi). Mais uma vez,

68



Resultados - Parte I

os animais tratados com STZ apresentaram porcentagem diminuida das células T
CD4'CD25" que expressam moléculas CTLA-4 e PD-1 em comparagdo com os animais
controles (Figura 9c). Nos animais controles, a porcentagem das células que expressam
CTLA-4 na superficie foi de 11,45 + 4,09% e nos animais tratados com STZ foi de 6,97 +
2,93% (p=0,023). A molécula PD-1 estava presente na superficie de 18,48 + 3,43% das
células T CD4°CD25" do bagco do grupo controle e em 12,21 + 3,65% das células T
CD4°CD25" dos animais tratados com STZ (p= 0,004). Novamente ndo observamos
diferencas significativas na frequéncia das células positivas para a molécula GITR nos grupos
controles e tratados com STZ (12,58 + 6,81% vs 7,87 + 3,32%, respectivamente; p=0,105).
Com relacdo a intensidade média de fluorescéncia (IMF) das moléculas expressas na
superficie das células T CD4°CD25" | todas as moléculas estiveram menos expressas na
superficie das células dos animais tratados com STZ em comparacdo com os animais
controles (p<0,05) (Figura 9d). Os valores das IMF estao listados na Tabela 6.

A populagio das células T reguladoras (Foxp3") também foi analisada nos dois grupos
experimentais e a expressdo do fator de transcricdo Foxp3 foi analisada tanto na populacao de
células T CD4'CD25" quanto nas células T CD4"CD25" (Figura 10a). Nao foi possivel
observar diferengas na frequéncia de células T CD4'CD25" positivas para o fator Foxp3 nos
grupos de animais controles e tratados com STZ (21,59 + 9,65% e 22,69 + 5,60%, p=0,854;
respectivamente). A mesma relagio pode ser vista para a populagio de células CD4"CD25"
sendo que nos animais controles a porcentagem dessas células positivas para Foxp3 foi de
16,03 + 7,94% e nos animais que receberam as doses de STZ de 12,11+ 4,21% (p=0,02).

Com relagdo a IMF do fator de transcrigao Foxp3, verificamos diminui¢ao do nivel de
expressao nos animais tratados com STZ quando comparada com os animais controles, seja
esse dado analisado na populagdo de células T CD4"CD25" quanto nas células T CD4"CD25™
(Figura 10b). Na populagdo de células T CD4'CD25", o valor da IMF do Foxp3 no grupo
controle foi de 52,62 + 25,04 e nos animais tratados com STZ de 28,78 + 1,73 (p=0,043). A
IMF do Foxp3 analisada na gate de células T CD4"CD25" dos animais controles foi de 91,99

+ 48,98 enquanto que nos animais que receberam STZ reduziu para 33,34 + 4,51 (p=0,016).
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Figura 9. Analise da expressio das moléculas CTLA-4, GITR e PD-1 na superficie das células T
CD4'CD25" e T CD4"CD25" presentes no bago de animais controles e tratados com miiltiplas doses de
STZ seis dias apos a indugao do diabetes. Seis dias ap6s tratamento com STZ/tampdo citrato, o bago dos animais foi
coletado e os esplendcitos isolados para imunofenotipagem e analise por FACS. (a) Porcentagem de células positivas para
CTLA-4, GITR e PD-1 e (b) IMF das moléculas CTLA-4, GITR e PD-1, ambas avaliadas na gate de células T CD4'CD25".
(c) Porcentagem de células positivas para CTLA-4, GITR e PD-1 e (d) IMF das moléculas CTLA-4, GITR e PD-1, ambas
avaliadas na gate de células T CD4"CD25". As barras verticais representam a média dos valores percentuais, com o

respectivo desvio padrdo. Nos graficos de dispersdo, cada ponto representa o valor da IMF de um individuo e os tragos

horizontais representam a média dos valores. (* p<0,05)
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Tabela 5. Intensidade média de fluorescéncia (IMF) das moléculas CTLA-4, GITR e PD-1
expressas na superficie das células T CD4°CD25" presentes no baco de animais controles e

tratados com multiplas doses de STZ seis dias apos a inducao do diabetes.

Controle (n=4)

Molécula STZ (n=6) valor p
IMF IMF

CTLA-4 418,74 + 383,38 188,83 + 98,65 0,187

GITR 361,66 + 298,59 45,88 +20,09 0,028*

PD-1 256,43 + 143,21 134,72 +40,29 0,018*

Os valores estdo representados pela média da IMF com o respectivo desvio padrdo. (* p<0,05)

Tabela 6. Intensidade média de fluorescéncia (IMF) das moléculas CTLA-4, GITR e PD-1
expressas na superficie das células T CD4"CD25" presentes no baco de animais controles e

tratados com multiplas doses de STZ seis dias apos a inducao do diabetes.

= STZ (n=6,
Molécula Controle (n=4) (n=6) valor p
IMF IMF
CTLA-4 1680,14 + 824,32 610,55 + 383,75 0,022*
GITR 236,79 + 217,21 32,43 +4,47 0,044*
PD-1 821,65 + 140,59 274,39 + 255,50 0,004*

Os valores estio representados pela média da IMF com o respectivo desvio padrao. (* p<0,05)
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Figura 10. Analise da populacio de células T reguladoras Foxp3' presentes no baco de animais controles e
tratados com maultiplas doses de STZ seis dias ap6s a inducdo do diabetes. Seis dias apds tratamento com
STZ/tampao citrato, o bago dos animais foi coletado e os esplenocitos isolados para imunofenotipagem e andlise por FACS.
(a) A porcentagem de células positivas para o fator de transcrigio Foxp3 foi avaliada tanto na gate de células T CD4'CD25"
quanto na gate de células T CD4'CD25™. (b) IMF do fator Foxp3 expresso nas células T CD4'CD25" ¢ T CD4'CD25"
presentes no baco dos animais controles e tratados com STZ. As barras verticais representam a média dos valores percentuais,

com o respectivo desvio padrdo. No grafico de dispersdo, cada ponto representa o valor da IMF das células de um individuo e

os tragos horizontais representam a média dos valores. (* p<0,05)
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Figura 11. Anilise da populagio de linfocitos T CD4" e T CD8" produtores de IL-17 presentes no baco de
animais controles e tratados com multiplas doses de STZ seis dias apds a inducio do diabetes. Seis dias apos
tratamento com STZ/tampdo citrato, o bago dos animais foi coletado e os esplendcitos isolados para imunofenotipagem,
deteccdo de IL-17 intracelular e analise por FACS. A populacdo de células produtoras de IL-17 foi avaliada em duas
condig¢des experimentais, sendo que na condigdo basal os esplendcitos foram cultivados na auséncia de estimulos policlonais,
¢ em condi¢do de ativagdo eles foram cultivados por 5 horas na presenca de PMA e ionomicina. A porcentagem de células
produtoras de IL-17 foi avaliada tanto na gate de células CD3'CD4" quanto na gate CD3°CD8'. As barras verticais

representam a média dos valores, com o respectivo desvio padréo. (* p<0,05)
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As células Th17 (linfocitos T CD4" produtores de IL-17) e Tc17 (linfécitos T CD8"
produtores de IL-17) foram analisadas através do ensaio de citocina intracelular, no qual se
avaliou a produgdo de IL-17 pelos linfécitos T CD4" ¢ T CD8" em condi¢des de cultivo na
auséncia (estado basal) ou presenca de estimulo policlonal (ativado com PMA e Ionomicina).
Podemos observar através da Figura 11 que neste periodo ndo houve diferencas significativas
na porcentagem desse subtipo celular no bago dos animais tratados com STZ e controles nas
duas condi¢des de cultivo (basal e ativado), tanto em relagdo as células CD4" quanto CDS".
Em estado basal, a porcentagem de células T CD4" produtoras de IL-17 no grupo controle foi
de 1,55 + 0,84 % e no grupo tratado com STZ de 4,28 + 2,78% (p= 0,09). Quando os
esplendcitos foram ativados com estimulo policlonal, a porcentagem de células T CD4"
produtoras de IL-17 passou para 16,48 + 7,93% nos animais controles e para 16,79 + 4,03%
nos animais tratados com STZ (p= 0,936). Com relagio a populagio de células T CD8"
produtoras de IL-17, a porcentagem dessas células quando cultivadas sem estimulo foi de 1,03
+ 0,22% nos animais controles ¢ 2,90 + 3,07% nos animais tratados com STZ (p=0,342).
Ap6s cultivo com estimulos policlonais, a porcentagem dessas células foi de 7,84 + 2,68%
nos controles e 7,45 + 4,69% nos animais tratado com STZ (p= 0,892), sendo, portanto,

semelhante nos dois grupos analisados.

c.2) Andlises das populacoes celulares dos linfonodos pancr eaticos

A seguir, estudamos a frequéncia das células T CD4'CD25" e das células T
CD4'CD25" presentes nos linfonodos pancreaticos em ambos grupos experimentais. Nao foi
possivel observar diferengas significativas na quantidade das células T CD4'CD25" nos
linfonodos dos animais controles (2,76 + 1,59%) e tratados com STZ (5,84 + 2,78%, p=
0,263). Por outro lado, a populagio de células T CD4°CD25™ aumentou de maneira
significativa nos linfonodos dos animais que receberam STZ ( 1,95 + 0,36%) em comparagao
com os animais controles (0,61 + 0,25%, p=0,001) (Figura 12a).

Podemos observar que, em relagio as células T reguladoras (Foxp3"), essas estiveram
aumentadas nos linfonodos dos animais tratados com STZ em relagdo aos animais que nao
receberam a droga (Figura 12b). Ainda constatamos que, o grupo que recebeu as doses de
STZ, apresentou maior frequéncia de células Foxp3"™ dentro da populagdo de células T
CD4°CD25" ¢ T CD4'CD25" nos linfonodos pancreiticos em comparagio com o grupo
controle. Com relagdo & populagdo de células T CD4'CD25" presente nos linfonodos
pancreaticos, cerca de 15,4 + 2,99% dessas células foram positivas para Foxp3 nos animais

controles, e cerca de 50,15 + 8,66% das células T CD4 'CD25" dos animais tratados com STZ
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foram positivas para esse fator de transcricao (p=0,031). No grupo controle, 18,16 + 4,63%
das células T CD4'CD25" presentes nos linfonodos pancreaticos foram positivas para FOXP3
e nos animais tratados com STZ essa frequéncia foi maior, passando para cerca de 48,8 +
11,95 (p=0,001).

As populagoes de células Th17 e Tc17 também foram estudadas a fim de estabelecer
uma possivel relacao desse tipo celular com o desenvolvimento do diabetes. Foi possivel
observar um aumento na frequéncia dessas células nos linfonodos pancreaticos dos animais
tratados com STZ em relagdo aos animais controles (Figura 13). A porcentagem das células T
CD4" produtoras de IL-17 nos animais tratados com STZ foi de 19,71 + 7,13% e nos
controles 8,31 + 4,23% (p= 0,001). Em relacio as células T CDS8" produtoras de IL-17, a
porcentagem nos animais que receberam STZ foi de 9,12 + 4,42% e nos animais controles

4,04 + 2,48% (p=0,017).
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Figura 12. Anilise da populacio de células T CD4°'CD25" e células T reguladoras Foxp3" presentes nos
linfonodos pancreaticos dos animais controles e tratados com multiplas doses de STZ seis dias apés a
inducio do diabetes. Seis dias apos tratamento com STZ/tampdo citrato, os linfonodos pancreaticos dos animais foram
coletados e as células isoladas para imunofenotipagem e anélise por FACS. (a) Porcentagem de células T CD4'CD25" e
CD4"CD25" presentes nos linfonodos pancreaticos dos animais controles e tratados com STZ. (b) A porcentagem de células
positivas para o fator de transcricdo Foxp3 foi avaliada tanto na gate de células T CD4'CD25", quanto na gate de células T

CD4CD25". As barras verticais representam a média dos valores percentuais, com o respectivo desvio padrdo. (* p<0,05)
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Figura 13. Anilise da populacio de linfécitos T CD4" ¢ T CD8" produtores de IL-17 * presentes nos
linfonodos pancreaticos dos animais controles e tratados com miltiplas doses de STZ seis dias apo6s a
inducio do diabetes. Seis dias apos tratamento com STZ/tampdo citrato, os linfonodos pancreaticos dos animais foram
coletados e as células isoladas para imunofenotipagem, detec¢do de IL-17 intracelular e analise por FACS. A populacdo de
células produtoras de IL-17 foi avaliada apos cultivo na presenca de PMA e ionomicina por Sh (ativagdo). A porcentagem de
células produtoras de IL-17 foi avaliada tanto na gate de células CD3'CD4" quanto na gate CD3'CD8". As barras verticais

representam a média dos valores percentuais, com o respectivo desvio padrio. (* p<0,05)
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d) Dosagem de citocinas presentes no homogenato pancredtico dos animais controles e
tratados com SZT seis dias apos a inducdo do diabetes

Com a finalidade de investigar o mecanismo efetor relacionado a severidade de
diabetes, quantificamos a produg¢do das citocinas do padrdo Thl (IFN-y e TNF-a), Th17 (IL-
23, IL-17 e IL-6) e da citocina reguladora IL-10 no tecido pancreatico. Podemos notar que
ndo houve diferencas significativas (p> 0,05) na concentragdo das citocinas 1L-23, IL-10, e
IL-17 presentes no homogenato pancreatico entre os dois grupos de animais (Figura 14). As
concentragdes dessas citocinas podem ser vistas na Tabela 7. Entretanto, verificamos
diferencas significativas na concentracdo de IL-6, IFN-y e TNF-0, uma vez que os animais
tratados com STZ apresentaram niveis elevados dessas citocinas quando comparados com o
grupo controle. A concentracao de IL-6, IFN- y e TNF- o no homogenato pancreatico dos
animais controles foi de 5,50 + 1,73 ng/ g de tecido; 7,54 + 3,13 ng/g de tecido e 4,23 + 1,61
ng/g de tecido, respectivamente. J4 nos animais que receberam as multiplas doses de STZ,
essa concentracdo foi de 8,31 + 1,34 ng/g de tecido (p=0,018), 11,51 + 2,50 ng/g de tecido
(p=0,016) e 7,17 + 1,42 ng/g de tecido (p=0,013), respectivamente.

- controle
- STzZ

ng/g de tecido

IL-6  IFN-y  TNF-q IL-10  [L-17  IL-23

Figura 14. Dosagem das citocinas IL-6, IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-17 e IL-23 presentes no homogenato
pancreatico dos animais controles e tratados com miiltiplas doses de STZ seis dias apés a inducio do
diabetes. Seis dias ap6s tratamento com STZ/tampéo citrato, por¢des do pancreas foram coletadas, homogeneizadas na
presenca de inibidor de proteases e a partir do homogenato pancredtico as citocinas foram quantificadas através do ensaio de
ELISA. A concentragdo das citocinas esta representada por nanograma de citocina por grama de tecido pancredtico. As barras

verticais representam a média dos valores, com o respectivo desvio padrio. (* p<0,05)
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Tabela 7. Concentracoes das citocinas IL-6, IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-17 e IL-23 presentes no
homogenato pancreatico de camundongos controles e tratados com STZ, seis dias apos inducio
do diabetes.

citocin controle (n=4) STZ (n=6)
ng/g tecido ng/g tecido valor p

IL-6 5,50+ 1,73 8,31 +1,34 0,018*
INF-y 7,54 +3,13 11,51 +2,50 0,016*
TNF-a 4,23 +1,61 7,17+ 1,42 0,013*
IL-10 13,07+ 3,59 11,64 + 3,05 0,553
IL-17 4,84 +1,78 7,39 + 1,81 0,075
1L-23 9,63 +4,11 10,48 +2,48 0,721

Valores representados como média + desvio padrdo (* p<0,05)

4.1.2.2. Andlises do periodo de 11 dias apos o tratamento com STZ

a) Animais
Os animais tratados com STZ apresentaram média de glicemia de 374,83+ 77,37
mg/dl 11 dias apds a administragao da droga e os animais utilizados como controle exibiram

média de glicemia de 118,3 + 1,04 mg/dl.

b) Anadlises histoldgicas do pdncreas

Através de cortes histologicos do pancreas (coloragdo hematoxilina eosina), foi
possivel notar que o periodo de 11 dias apds administracdo da STZ caracterizou-se por
infiltrado celular acentuado no interior das ilhotas pancredticas, refletindo desta forma, o
processo de insulite € como consequemente ataque ¢ destrui¢do mais severa das células beta
produtoras de insulina ( Figura 15)

A coloragdo de Gomori’s e as analises feitas por imunohistoquimica para detec¢do das
células produtoras de insulina confirmaram essa intensa destruicao das células beta, uma vez
que a coloracdo e a marcacdo para insulina diminuiu drasticamente quando comparada com o
grupo controle. Desta forma, parece que o infiltrado inflamatério presente nas ilhotas
vizualizado através da coloracdo de hematoxilina e eosina, contribuiu de forma extensa e

direta para a destruicdo da massa produtora de insulina (Figura 16). Com relagdo a massa de
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células alfa produtoras de glucagon, nao foi possivel observar diferencas com relacdo a
localizagdo e quantidade destas células presentes nas ilhotas pancredticas dos animais
controles e tratados com STZ (Figura 17). Em ambos os grupos de animais, estas células se

localizam na regido periférica da ilhota e em quantidades muito semelhantes.

Figura 15. Analise histolégica do pancreas de animais controles e tratados com muiiltiplas doses de STZ

onze dias ap6s a inducio do diabetes. O pancreas foi coletado, incluido em parafina, cortado a Sum, corado com
hematoxilina-eosina e vizualizado em microscopio Optico. (a) Ilhota pancreatica de camundongo controle, exibindo
morfologia arredondada tipica, ausente de células inflamatdria infiltradas, aumento 100x. (b,c) Onze dias apds a
administragdo das multiplas doses de STZ, o pancreas dos animais exibiram intenso processo inflamatério nas ilhotas

pancredticas (peri-insulite), aumento 100x.
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Figura 16. Analise da massa de células beta produtoras de insulina nos animais controles e tratados com
multiplas doses de STZ onze dias ap6s a inducdo do diabetes. O pancreas foi coletado, incluido em parafina,
cortado a Sum, corado com a coloragio de Gomori’s (a,b) ou realizada reagdo de imunohistoquimica
(streptavidina/peroxidase) para insulina (c,d). (a,c) Ilhotas pancreaticas de camundongos controles exibindo densa massa de
células beta produtoras de insulina, evidenciada pela intensa coloracdo de Gomori's (a) e forte marcacgao para insulina (c),
aumento 100x. (b,d,e) Onze dias apds a administragdo das cinco doses consecutivas de STZ, as ilhotas pancreaticas dos
animais tratados apresentaram substancial destruicdo das células beta produtoras de insulina, uma vez que a coloragdo de
Gomori’s (b) e a intensidade da marcagao para insulina (d,e) diminuiram drasticamente em relagdo ao grupo controle. (b,d)

aumento 100x, (¢) aumento 40x.
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Figura 17. Andlise da massa de células alfa produtoras de glucagon nos animais controles e tratados com

miltiplas doses de STZ onze dias ap6s a induciio do diabetes. O péncreas foi coletado, incluido em parafina,
cortado a Sum e posteriormente realizada reagdo de imunohistoquimica (streptavidina/peroxidase) para glucagon. (a) Ilhota
pancreatica de camundongo controle exibindo a localizagdo periférica da massa de células alfa produtoras de glucagon,
aumento 100x. (b) Onze dias apo6s a administragdo das multiplas doses de STZ, as ilhotas pancreaticas dos animais tratados

apresentaram o mesmo padrdo de distribui¢do periférica e densidade de células alfa do grupo controle, aumento 100x.

¢) Imunofenotipagem das populagoes celulares e linfocitarias do baco e linfonodos
pancredticos onze dias apos a indugdo do diabetes.

O numero absoluto de células totais no bago dos animais controles e diabéticos foi
semelhante, sendo que o baco dos animais controles apresentaram cerca de 7,86 + 1,42 x10’
células e no bago dos animais que receberam as doses de STZ esse nimero foi de 9,05 + 1,34
x10” células (p=0,261). Com relagdo aos linfonodos pancreticos, também ndo observamos
diferengas no numero absoluto de células totais no grupo de animais controles (4,60 + 1,14
x10° células) em comparagio ao grupo de animais diabéticos (5,47 + 0,78 x10° células,

p=0,423)

c.1) Andlises das populacoes celulares do baco

Onze dias apds o tratamento com STZ, os animais diabéticos apresentaram frequéncias
de células T CD4" , T CD8" , macrofagos e células dendriticas semelhantes aos animais que
nao receberam as doses de STZ (Figura 18).

Com relagdo a populagdo células T helper (CD3" CD4"), a porcentagem dessas células
no bago do grupo controle foi de 17,42 + 2,05% e no grupo diabético de 17,76 + 2,08%, ndo
apresentando, desta forma, diferencas significativas entre os dois grupos (p= 0,804). A

populacdo de linfocitos T citotoxicos (CD3" CD8") também mostrou-se semelhante nos dois
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grupos analisados, sendo que dentre as células do bago do grupo controle, 11,36 + 0,76%
eram células T CD8" e no grupo tratado com STZ essa frequéncia foi de 12,94 + 2,02%
(p=0,187). A populagdo de macréfagos (CD11b") esteve em quantidades equivalentes no bago
dos animais controles e nos diabéticos. A porcentagem de macrofagos no bago dos animais
controles foi de 4,32 + 1,66% ¢ nos animais tratados com STZ de 3,81 + 0,66% (p= 0,549).
As células dendriticas (CD11c") estiveram presentes no bago dos animais controles na
frequéncia de 4,59 + 0,45% , enquanto que nos animais diabéticos a quantidade encontrada
dessas células foi muito semelhante, ou seja, cerca de 5,37 + 1,49% das células do bago

desses animais foram células positivas para o marcador CD11c¢ (p=0,347).

Porcentagem de células (%)

cD3*cb4* cD3*cbg* CD11b*CDilc CD1lc'CD11b™

Figura 18. Analise das populacdes de células T CD4", T CD8", macréfagos e células dendriticas presentes
no baco de animais controles e tratados com multiplas doses de STZ onze dias apés a induciio do diabetes.
Onze dias apos tratamento com STZ/tampdo citrato, o baco dos animais foi coletado e os esplendcitos isolados para
imunofenotipagem e analise por FACS. A populagdo de linfocitos T helper foi avaliada com base na marcagéo dupla positiva
para CD3'CD4", os linfocitos T citotoxicos como CD3'CD8", os macrofagos foram caracterizados com base na marcagio
CD11b'CDI11c’, e a populacio de células dendriticas foram identificadas através das marcagcdes CD11b'CD11c"/CD11b’

CDIl1c". As barras verticais representam a média dos valores percentuais, com o respectivo desvio padrio. (* p<0,05)

Neste periodo de 11 dias apds tratamento com STZ, a porcentagem de células
CD4'CD25" ¢ CD4'CD25™ presentes no baco dos dois grupos de animais estudados foi
semelhante (Figura 19). No grupo controle, a porcentagem de células CD4'CD25" dentre as
células do bago foi de 2,90 + 0,98% e nos animais diabéticos de 3,39 + 0,49% (p=0,324). Ja
as células que expressavam altos niveis de CD25 na superficie das células T CD4"
(CD4+CD25hi) estiveram presentes em 0,19 + 0,06% das células do bago dos animais

controles e nos animais que receberam a STZ em 0,32 + 0,12% (p=0,095).
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Figura 19. Anilise das populacées de células T CD4°CD25" e T CD4"CD25" presentes no baco de animais
controles e tratados com multiplas doses de STZ onze dias ap6s a indugdo do diabetes. Onze dias apos
tratamento com STZ/tampdo citrato, o bago dos animais foi coletado e os esplendcitos isolados para imunofenotipagem e

analise por FACS. As barras verticais representam a média dos valores percentuais, com o respectivo desvio padrdo. (*
p<0,05)

As moléculas CTLA-4, GITR e PD-1 que regulam as resposta imunes também foram
estudadas neste periodo. A porcentagem de células positivas para as moléculas CTLA-4 e PD-
1, avaliadas dentro da populagio de células CD4 CD25" foi menor nos animais diabéticos em
comparagdo com 0s animais controles, no entanto, o mesmo nao foi observado para a
molécula GITR, que se mostrou em quantidades semelhantes nos dois grupos analisados
(Figura 20a). Cerca de 14,66 + 0,79% das células CD4 CD25" presentes no bago dos animais
controles foram positivas para a molécula CTLA-4, enquanto que nos animais diabéticos essa
porcentagem foi menor, sendo cerca de 9,02 + 2,46% (p=0,003). A molécula PD-1 esteve
presente em 25,68 + 3,03 das células CD4'CD25" do bago dos animais controles e em apenas
15,90 + 2,13% nos animais tratados com STZ. (p=0,001). A porcentagem de células
CD4'CD25" que expressavam a molécula GITR foi semelhante nos dois grupos estudados,
sendo que no grupo controle esta foi de 5,73 + 0,52% e nos animais diabéticos de 4,39 +
1,41% (p=0,177).

Com relacdo a intensidade média de fluorescéncia (IMF) das moléculas CTLA-4,
GITR e PD-1 expressas na superficie das células CD4 ' CD25", comprovamos que houve
expressdo semelhante entre os grupos controle e de animais diabéticos, ou seja, essas

moléculas estiveram expressas na superficie das células T CD4'CD25" em quantidades
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semelhantes (Figura 20b). Os valores das IMF detectadas em ambos os grupos experimentais
podem ser observados na Tabela 8.

As moléculas CTLA-4, GITR e PD-1 também foram analisadas dentro da populagao
de células CD4"CD25™. Podemos observar que, dentro da populagdo de células CD4"CD25™,
os animais diabéticos apresentaram menores frequéncias de células positivas para CTLA-4,
GITR e PD-1 quando comparadas com o grupo controle (Figura 20c) A porcentagem de
células positivas para CTLA-4, GITR e PD-1, avaliadas na gate de células CD4"CD25" dos
animais diabéticos foi de 12,35 +2,72%, 5,7 + 2,19% e 22,38 + 2,25, respectivamente. Ja nos
animais controles, a porcentagem de células positivas para essas mesmas moléculas foi de
23,04 + 3,86% (p=0,001), 12,13 + 4,99% (p=0,036) e 43,25 + 5,86% (p=0,0001),
respectivamente. Entretanto, ndo observarmos diferencas na IMF das moléculas CTLA-4,
GITR e PD-1 expressas na superficie das células CD4"CD25™ do bago de animais controles e
diabéticos (Figura 20d). Os valores das IMF podem ser vistos na Tabela 9.

Quanto a populagdo de células T reguladoras (Foxp3"), ndo foi possivel observar
diferengas significativas entre os dois grupos estudados (Figura 21a). A porcentagem de
células CD4"CD25™ positivas para o Foxp3 foi de 32,93 + 7,33 no grupo controle e de 57,13
+ 25,87% nos animais tratados com STZ (p=0,167). Embora os animais diabéticos
aparentemente mostrarem frequéncias maiores de células T reguladoras (CDZShi) do que os
animais controles, estas ndo tiveram significancia estatistica. A porcentagem das células T
CD4'CD25" que expressavam o fator de transcrigdo Foxp3 no bago dos animais controles foi
de 52,91 + 29,54% e nos animais diabéticos de 26,81 + 8,70% (p=0,189).

Com relacao a IMF do Foxp3, podemos observar que ela apresentou-se reduzida nas
células CD4'CD25" dos animais diabéticos (40,18 + 16,29) em relagdo aos animais controles
(166,28 + 77,92, p= 0,004). Ja na populagdo de células CD4'CD25", o Foxp3 esteve expresso
de forma similar nos animais controles (64,24 + 37,41) e diabéticos (30,38 + 2,94, p=0,052)
(Figura 21b).
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Figura 20. Analise da expressio das moléculas CTLA-4, GITR e PD-1 na superficie das células T
CD4'CD25" e T CD4"CD25" presentes no bago de animais controles e tratados com miiltiplas doses de
STZ onze dias apés a inducio do diabetes. Onze dias apos tratamento com STZ/tampdo citrato, o bago dos animais
foi coletado e os esplendcitos isolados para imunofenotipagem e analise por FACS. (a) Porcentagem de células positivas para
CTLA-4, GITR e PD-1 e (b) IMF das moléculas CTLA-4, GITR e PD-1, ambas avaliadas na gate de células T CD4'CD25".
(c) Porcentagem de células positivas para CTLA-4, GITR e PD-1 ¢ (d) IMF das moléculas CTLA-4, GITR e PD-1, ambas
avaliadas na gate de células T CD4'CD25". As barras verticais representam a média dos valores percentuais, com o

respectivo desvio padrdo. Nos graficos de dispersdo, cada ponto representa o valor da IMF de um individuo e os tragos

horizontais representam a média dos valores. (* p<0,05)
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Tabela 8. Intensidade média de fluorescéncia (IMF) das moléculas CTLA-4, GITR e PD-1
expressas na superficie das células T CD4°CD25" presentes no baco de animais controles e

tratados com multiplas doses de STZ onze dias ap6s inducio do diabetes.

Resultados - Parte I

Molécula Controle (n=4) STZ (n=6) valor p
IMF IMF

CTLA-4 142,47 + 142,15 115,63 + 40,96 0,663

GITR 228,48 +229,11 171,61 + 199,58 0,739

PD-1 593,60 + 327,23 458,39 + 149,30 0,394

Os valores estdo representados pela média da IMF com o respectivo desvio padréo. (* p<0,05)

Tabela 9. Intensidade média de fluorescéncia (IMF) das moléculas CTLA-4, GITR e PD-1
expressas na superficie das células T CD4"CD25" presentes no baco de animais controles e

tratados com multiplas doses de STZ onze dias apds inducio do diabetes.

- 1Z (n=
Moléeula Controle (n=4) STZ (n=6) valor p
IMF IMF
CTLA-4 1288,63 + 1348,97 790,31+ 568,66 0,435
GITR 1340,88 + 962,47 801,71+ 635,09 0,312
PD-1 472428 + 1540,88 2899,63 + 1238,27 0,071

Os valores estio representados pela média da IMF com o respectivo desvio padrao. (* p<0,05)
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Figura 21. Anilise da populagio de células T reguladoras Foxp3' presentes no bago de animais controles e
tratados com multiplas doses de STZ onze dias apés a inducdo do diabetes. Onze dias apds tratamento com
STZ/tampao citrato, o bago dos animais foi coletado e os esplendcitos isolados para imunofenotipagem e analise por FACS.
(a) A porcentagem de células positivas para o fator de transcricdo Foxp3 foi avaliada tanto na gate de células T
CD4"CD25 quanto na gate de células T CD4'CD25™. (b) IMF do fator Foxp3 expresso nas células T CD4°CD25" ¢ T
CD4°CD25" presentes no baco dos animais controles ¢ tratados com STZ. As barras verticais representam a média dos
valores percentuais, com o respectivo desvio padrdo. No grafico de dispersdo, cada ponto representa o valor da IMF de um

individuo e os tragos horizontais representam a média dos valores. (* p<0,05)
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Figura 22. Anilise da populagio de linfocitos T CD4" e T CD8" produtores de IL-17 presentes no baco de
animais controles e tratados com multiplas doses de STZ onze dias apoés a inducio do diabetes. Onze dias
apos tratamento com STZ/tampdo citrato, o baco dos animais foi coletado e os esplendcitos isolados para imunofenotipagem,
deteccdo de IL-17 intracelular e analise por FACS. A populagdo de células produtoras de IL-17 foi avaliada em duas
condigdes experimentais, sendo que na condi¢do basal os esplendcitos foram cultivados na auséncia de estimulos policlonais,
¢ em condi¢do de ativagdo eles foram cultivados por 5 horas na presenga de PMA e ionomicina. A porcentagem de células
produtoras de IL-17 foi avaliada tanto na gate de células CD3'CD4" quanto na gate CD3°CD8'. As barras verticais

representam a média dos valores, com o respectivo desvio padrio. (* p<0,05)
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A produgdo de IL-17 pelos linfocitos T CD4" ¢ T CDS8" ndo se mostrou alterada nos
grupos estudados, em ambas condi¢des de cultivo (Figura 22). A porcentagem linfocitos T
CD4" que produziam IL-17, em nivel basal, nos animais controles foi de 3,23 + 1,40%
enquanto que nos animais diabéticos foi de 7,32 + 3,38 (p=0,053). Apos estimulacdo com
PMA e ionomicina essa semelhanga se manteve, na qual os animais controles apresentaram
frequéncia de 17,31 + 3,42% de células produtoras de IL-17 dentro da gate de células T
CD3"CD4" e nos animais diabéticos essa porcentagem foi de 16,53 +5,10% (p=0,795). Com
relacdo as células T CD8" que produziam IL-17 em nivel basal, também ndo foi possivel
observar diferencas significativas entre o grupo dos animais tratados com STZ (6,59 + 3,64%)
e os ndo tratados (2,81 + 1,52%, p=0,089). As células que foram cultivadas na presenca dos
estimulos policlonais apresentaram porcentagem de células produtoras de IL-17 dentro da
gate de células CD3'CDS8" de 13,20+ 3,14% nos animais controles e de 12,98 + 4,23% nos
animais diabéticos (p=0,932).

c.2) Andlises das populacoes celulares dos linfonodos pancr eaticos

As células dos linfonodos pancreaticos foram isoladas e analisadas quanto as seguintes
marcagdes: CD4"CD25 Foxp3", CD4'CD25" Foxp3”, células T CD4" produtoras de IL-17 e
células T CD8" produtoras de IL-17.

Os animais tratados com STZ apresentaram frequéncia de células T CD4'CD25" e
CD4°CD25" semelhante aos animais controles (Figura 23a). A porcentagem de células
CD4'CD25" presentes nos linfonodos dos animais controles foi de 2,95 + 2,19% e nos
animais diabéticos de 4,68 + 1,99% (p=0,489). A populacdo de células CD4'CD25"
representaram cerca de 1,38 + 0,80% das células dos linfonodos pancreaticos dos animais
controles e nos animais tratados com STZ essa frequéncia foi de 2,29 + 1,34% (p=0,463).

Com relagdo as células T reguladoras presentes nos linfonodos pancreaticos, nio
observamos diferencas entre os dois grupos analisados (Figura 23b). Dentro da populagdo de
células T CD4'CD25", cerca de 15,41 + 4,99% dessas células foram positivas para Foxp3+ no
grupo de animais controles, € nos animais tratados com STZ essa porcentagem foi de 24,66 +
3,52% (p= 0,168). J4 para a populacdo de células T CD4'CD25" presentes nos linfonodos
pancreaticos, a porcentagem dessas cé€lulas que expressavam o fator Foxp3 foi de cerca de

17,32 + 7,56% nos animais controles e de 20,64 + 9,45% nos animais diabéticos (p=0,709).
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Figura 23. Anilise da populacio de células T CD4°'CD25" e células T reguladoras Foxp3" presentes nos
linfonodos pancreaticos dos animais controles e tratados com multiplas doses de STZ onze dias apos a
inducio do diabetes. Onze dias apos tratamento com STZ/tampdo citrato, os linfonodos pancreéticos dos animais foram
coletados e as células isoladas para imunofenotipagem e analise por FACS. (a) Porcentagem de células T CD4'CD25" e
CD4"CD25" presentes nos linfonodos pancreaticos dos animais controles e tratados com STZ. (b) A porcentagem de células
positivas para o fator de transcrigdo Foxp3 foi avaliada tanto na gate de células T CD4'CD25", quanto na gate de células T

CD4"CD25". As barras verticais representam a média dos valores percentuais, com o respectivo desvio padrdo. (* p<0,05)
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Figura 24. Anilise da populacio de linfécitos T CD4" ¢ T CD8" produtores de IL-17 * presentes nos
linfonodos pancreaticos dos animais controles e tratados com multiplas doses de STZ onze dias apés a
inducio do diabetes. Onze dias apds tratamento com STZ/tampdo citrato, os linfonodos pancreaticos dos animais foram
coletados ¢ as células isoladas para imunofenotipagem, detec¢do de IL-17 intracelular e analise por FACS. A populagéo de
células produtoras de IL-17 foi avaliada apds cultivo na presenca de PMA e ionomicina por Sh (ativag@o). A porcentagem de

células produtoras de IL-17 foi avaliada tanto na gate de células CD3"CD4" quanto na gate CD3'CD8". As barras verticais

representam a média dos valores percentuais, com o respectivo desvio padrdo. (* p<0,05)
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Em relacdo as células produtoras de IL-17 nao foi possivel observar diferencas na
quantidade dessas células em ambos os grupos de animais (Figura 24). Nos linfonodos
pancreaticos dos animais controles, a porcentagem de células T CD3'CD4" que produziram
IL-17 foi de 17,14 + 9,47% e nos animais diabéticos de 19,44 + 3,38% (p=0,772). Com
relacdo a populacdo de células T CD3'CD8", 17,54 + 1,76% dessas células presentes nos
linfonodos pancreaticos dos animais controles produziam IL-17 e no grupo de animais que

receberam as doses de STZ a porcentagem dessas células foi de 21,33 + 9,53% (p=0,634).

d) Dosagem de citocinas presentes soro e homogenato pancredtico dos animais controles e
tratados com STZ onze dias apos a inducgdo do diabetes

Através do ensaio de ELISA feito a partir do homogenato pancreatico, podemos notar
que todas citocinas estudadas, com excecdo da IL-10, estiveram presentes em concentragdes
semelhantes nos dois grupos de animais estudados (Figura 25). A citocina IL-10 esteve
presente em menores concentragcdes no homogenato pancredtico dos animais diabéticos em
compara¢do aos animais controles. A concentracdo desta citocina no pancreas dos animais
controle foi de 7,72 + 0,40 ng/g de tecido e nos animais tratados com STZ de 4,31 + 1,95 ng/g
de pancreas (p=0,042). Estes e os demais valores detectados na dosagem das citocinas 1L-23,

IL-17, IFN-y, IL-6, TNF-0 no homogenato pancreatico estao listados na Tabela 10.

- controle
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IL-6 IFN-y TNF-o IL-10 IL-17 IL-23

Figura 25. Dosagem das citocinas IL-6, IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-17 e IL-23 presentes no homogenato
pancreatico dos animais controles e tratados com miiltiplas doses de STZ onze dias apds a inducio do
diabetes. Onze dias apds tratamento com STZ/tampéo citrato, por¢des do pancreas foram coletadas, homogeneizadas na
presenca de inibidor de proteases e a partir do homogenato pancreatico as citocinas foram quantificadas através do ensaio de
ELISA. A concentragdo das citocinas esta representada por nanograma de citocina por grama de tecido pancreatico. As barras

verticais representam a média dos valores, com o respectivo desvio padrdo. (* p<0,05)

89



Resultados - Parte I

Tabela 10. Concentracoes das citocinas IL-6, IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-17 e IL-23 presentes no
homogenato pancreatico de camundongos controles e diabéticos onze dias apés tratamento com
STZ

o controle (n=4) STZ (n=06)
citocina valor p
ng/g pancreas ng/g pancreas

IL-6 4,18+ 0,72 4,98 + 1,87 0,582
IFN-y 6,73 + 0,84 7,83 +2,18 0,521
TNF-a 3,78 £1,09 3,36 + 1,21 0,665
IL-10 7,72 + 0,40 4,31+ 1,95 0,042*
IL-17 4,11 +0,18 3,62+ 1,17 0,585
1L-23 7,75+ 0,61 5,88 +2,26 0,304
Valores representados como média + desvio padrao

* p<0,05

4.1.2.3. Andlises do periodo de 18 dias apos o tratamento com STZ

a) Animais

Dezoito dias apds o tratamento com STZ, a média de glicemia dos animais que
receberam a droga foi de 430,66 + 1,41 mg/dl e nos animais controles de 107,23 + 19,08
mg/dl.

b) Andlises histolégicas do pdncreas

Através das analises histoldgicas (coloracdo com hematoxilina e eosina), foi possivel
notar a persisténcia de intenso infiltrado inflamatorio nas ilhotas, contribuindo desta forma
para o processo de invasdo e destruicdo das células beta pancreaticas (Figura 26). A coloragao
de Gomori's e as reagdes de imunohistoquimica para insulina evidenciaram a extensa
destruicdo das células produtoras de insulina, uma vez que raras regides das ilhotas foram
coradas ou marcadas (Figura 27).

Com relacdo as células alfa produtoras de glucagon, podemos observar pequenas
diferengas na marcacao positiva nas ilhotas dos animais controles e diabéticos. Nos animais

controles, a massa de células alfa localizou-se na periferia das ilhotas, enquanto que nos
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animais diabéticos, foi possivel observar células alfa no interior da ilhotas, sugerindo uma
proliferacao desorganizada dessas células na tentativa de compensar o dano tecidual

proveniente da células beta que foram destruidas (Figura 28).

¢) Imunofenotipagem das populacoes celulares e linfocitarias do baco e linfonodos
pancredticos dezoito dias apos inducdo do diabetes.

Dezoito dias apds a Ultima dose de STZ, o baco e linfonodos pancreaticos foram
retirados dos animais controles (n=4) e dos animais dibéticos (n=6) para verificar altera¢des
sistémicas (bago) ou locais (linfonodos pancreaticos) que possivelmente ocorreram durante a
progressao da doenga. Nao foi possivel observar diferengas acerca do numero absoluto de
células totais presentes no bago e linfonodos pancreaticos de ambos os grupos analisados. No
grupo controle, o numero de células totais presentes no baco dos animais foi de 9,3 + 0,56
x10” células e nos animais tratados com STZ de 8,51 + 0,47 x 10" células (p=0,188). Com

relagdo aos linfonodos pancreaticos, o nimero absoluto total de células nos linfonodos dos

animais controles foi de 3,6 + 0,20 x10° células e nos animais diabéticos de 3,80 + 0,12 x10°

células (p=0,177

Figura 26. Analise histologica do pancreas de animais controles e tratados com miiltiplas doses de STZ
dezoito dias apés a indugdo do diabetes. O pancreas foi coletado, incluido em parafina, cortado a 5um, corado com
hematoxilina-eosina e visualizado em microscopio Optico. (a) Ilhota pancreatica de camundongo controle, exibindo
morfologia arredondada tipica, ausente de células inflamatdria infiltradas, aumento 100x. (b,c) Dezoito dias apds a
administragdo das multiplas doses de STZ, o pancreas dos animais exibiram células infiltradas no interior das ilhotas

pancredaticas, aumento 100x.
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Figura 27. Analise da massa de células beta produtoras de insulina nos animais controles e tratados com
miiltiplas doses de STZ dezoito dias apés a indugdo do diabetes. O pancreas foi coletado, incluido em parafina,
cortado a Sum, corado com a coloragio de Gomori's (a,b) ou realizada reacdo de imunohistoquimica
(streptavidina/peroxidase) para insulina (c,d). (a,c) Ilhotas pancreaticas de camundongos controles exibindo densa massa de
células beta produtoras de insulina, evidenciada pela intensa coloragdo de Gomori’s (a) e forte marcagdo para insulina (c),
aumento 100x. (b,d) Dezoito dias apds a administragdo das cinco doses consecutivas de STZ, as ilhotas pancreaticas dos
animais tratados apresentaram intensa destrui¢do das células beta produtoras de insulina, uma vez que a coloragdo de
Gomori’s (b) e a intensidade da marcagao para insulina (d) diminuiram drasticamente em relagdo ao grupo controle, aumento
100x.
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Figura 28. Analise da massa de células alfa produtoras de glucagon nos animais controles e tratados com
multiplas doses de STZ dezoito dias apés a indu¢do do diabetes. O pancreas foi coletado, incluido em parafina,
cortado a Sum e posteriormente realizada reagdo de imunohistoquimica (streptavidina/peroxidase) para glucagon. (a) Ilhota
pancredtica de camundongo controle exibindo a localizagdo periférica da massa de células alfa produtoras de glucagon,
aumento 100x. (b,c) Dezoito dias apds a administragdo das multiplas doses de STZ, as ilhotas pancreaticas dos animais
tratados apresentaram padrdo desorganizado de distribuicao das células alfa, uma vez que algumas células marcadas puderam

ser vistas ocupando o interior da ilhota pancreatica, aumento 100 e 400x, respectivamente.

c.1) Andlises das populacoes celulares do baco

Dezoito dias apds o tratamento com STZ, o bago dos animais diabéticos apresentaram
frequéncias de linfécitos T CD4", T CD8", macrofagos e células dendriticas semelhantes ao
dos animais controles (Figura 29). A porcentagem de linfocitos T helper no bago dos animais
controle foi de 19,73 + 1,67% e nos animais diabéticos de 18,61 + 0,55% (p= 0,159). A
porcentagem de células T CD3'CDS8" presentes no bago dos animais controles (13,32 +
1,17%) também foi semelhante a dos animais diabéticos (12,27 + 1,38, p=0,096). Podemos
observar também uma frequéncia equivalente de macréfagos (CD11b") no bago dos animais
controles ( 2,79 + 0,92%) em relacdo aos tratados com STZ (2,60 + 1,00%; p=0,772). A
populagdo de células dendriticas (CD11c") apresentou-se semelhante nos dois grupos
analisados, onde a porcentagem dessas células encontradas no bago dos animais controles foi

de 6,40 + 1,31% e nos animais diabéticos de 5,59 + 1,07% (p=0,315).

93



Resultados - Parte I

. controle
25- B s

Porcentagem de células (%)

cD3*cb4* cD3*cDst CD11b*CD11c CD1lc*CD11b™

Figura 29. Anilise das populagdes de células T CD4", T CD8", macroéfagos e células dendriticas presentes
no baco de animais controles e tratados com multiplas doses de STZ dezoito dias apés a inducio do
diabetes. Dezoito dias ap6s tratamento com STZ/tampao citrato, o bago dos animais foi coletado e os esplendcitos isolados
para imunofenotipagem e analise por FACS. A populagdo de linfocitos T helper foi avaliada com base na marcagdo dupla
positiva para CD3°CD4", os linfécitos T citotoxicos como CD3'CDS", os macrofagos foram caracterizados com base na
marcagio CD11b'CDI1c, e a populagio de células dendriticas foram identificadas através das marcacdes

CDI11b'CD11c¢'/CD11bCD11c". As barras verticais representam a média dos valores percentuais, com o respectivo desvio
padrdo. (* p<0,05)

As populagdes de células T CD4'CD25" e CD4°CD25" também mostraram-se
presentes em quantidades semelhantes no bago dos animais controles e diabéticos (Figura 30).
No bago dos animais controles, a porcentagem de células CD4"CD25" encontrada foi de 4,09
+ 1,10% e nos animais tratados com STZ de 3,71 + 0,71% (p=0,520). J& a populacao
CD4"CD25" esteve presente na frequéncia de 0,68 + 0,45% no bago do grupo controle e de
0,41 + 0,29% no grupo diabético (p=0,283).

Neste periodo, estudamos também as moléculas de propriedades regulatorias (CTLA-
4, GITR e PD-1) expressas nas células T CD4+ CD25" do bago dos dois grupos de animais
(Figura 31a). A porcentagem de células T CD4'CD25" que expressavam as moléculas GITR,
CTLA-4 e PD-1 foi semelhante nos dois grupos de animais estudados (p=0,908, p=0,619 e
p=0,618, respectivamente). No grupo controle, a porcentagem de células T CD4'CD25" que
foram positivas para GITR, CTLA-4 e PD-1 foi de 31,45 + 10,48%; 22,77 + 15,10% e 35,99
+ 12,12%, respectivamente. No grupo que recebeu o tratamento com STZ, 32,39 + 10,09%
das células T CD4'CD25" eram positivas para CTLA-4, 27,70 + 9,87% eram positivas para
GITR ¢ 30,58 + 14,11% para PD-1.
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Figura 30. Analise das populacdes de células T CD4°CD25" ¢ T CD4"CD25" presentes no baco de animais
controles e tratados com multiplas doses de STZ dezoito dias apés a indugao do diabetes. Dezoito dias apos
tratamento com STZ/tampdo citrato, o bago dos animais foi coletado e os esplendcitos isolados para imunofenotipagem e

analise por FACS. As barras verticais representam a média dos valores percentuais, com o respectivo desvio padrdo. (*
p<0,05)

Com relagdo a IMF das moléculas CTLA-4, GITR e PD-1 expressas na superficie das
células T CD4'CD25", nossos resultados revelaram maior expressio dessas moléculas na
superficie das células provenientes do bago dos animais diabéticos em comparacdo com o0s
animais controles (Figura 31b). Os valores das IMF estdo listadas na Tabela 11.

Foi analisado também a expressdo das moléculas CTLA-4, GITR e PD-1 na superficie
das células T CD4'CD25", ¢ ndo foi possivel observar diferencas na porcentagem de células
positivas para estas moléculas nos dois grupos estudados (Figura 31c¢). A porcentagem de
células positivas para CTLA-4, avaliada dentro da gate de linfécitos T CD4"CD25", no bago
dos animais controles foi de 24,06 + 5,98% e nos animais diabéticos de 30,30 + 9,06%
(p=0,322). Para as moléculas GITR e PD-1, a porcentagem foi de respectivamente: 26,27 +
6,77% e 34,25 + 5,57% no grupo controle e de 29,88 + 18,98% (p=0,729) e 30,04 + 10,53%
(p=0,689) no grupo tratado com STZ.

Com relacdo a IMF das moléculas estudadas, s6 foi possivel observar diferencas
significativas na IMF da molécula PD-1 na superficie das células T CD4'CD25" do grupo
controle em comparagdo com o grupo diabético (Figura 31d). A IMF do PD-1 no grupo
controle foi de 376,84 + 147,15 e no grupo de animais diabéticos a IMF elevou-se para
1145,58 + 590 (p=0,036). Os valores das IMF das outras moléculas estudadas podem ser

vistas na Tabela 12.
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A porcentagem de células T reguladoras (Foxp3+), avaliada dentro das populagdes de
células CD4'CD25" ¢ CD4'CD25", mostrou-se semelhante entre os dois grupos analisados
(Figura 32a). Nos animais controles, a porcentagem de células CD4"CD25" que expressavam
o fator de transcri¢ao Foxp3 foi de 40,46 + 11,66% e nos animais diabéticos foi de 36,11 +
10,51% (p=0,574). A porcentagem de células CD4"CD25™ positivas para Foxp3 foi de 30,24
+16,12% no grupo controle e de 31,16 + 10,89% no grupo diabético (p=0,921).

A IMF do fator de transcricdo Foxp3 ndo apresentou diferencas significativas entre os
dois grupos estudados, seja na analise feita dentro da gate de células T CD4 CD25" quanto
CD4°CD25™ (Figura 32b). A IMF do Foxp3, analisada dentro da populagio de células
CD4'CD25", foi de 62,53 + 25371 no grupo de animais controles e de 71,81 + 55,31 no grupo
de animais diabéticos (p=0,764). Ja quando a andlise foi feita dentro da populacdo de células
CD4+CD25hi, a IMF no grupo controle foi de 417,90 + 122,15 e no grupo tratado com STZ de
324,46 + 137,73 (p=0,305).

Através do ensaio de citocina intracelular realizado para detectar as células produtoras
de IL-17, foi possivel observar que essas células estiveram presentes no bago dos animais em
quantidades semelhantes em ambos grupos experimentais, independente da sua forma de
cultivo (na presenga ou auséncia de estimulos policlonais) (Figura 33). A porcentagem de
células T CD4" que produziam IL-17 em nivel basal foi de 5,62 + 1,25% nos animais
controles e de 6,72 + 3,26% nos animais diabéticos (p=0,601). Uma vez ativados, a
porcentagem das células produtoras dessa citocina foi para 14,34 + 2,14% no grupo controle e
para 13,52 + 4,41% no grupo diabético (p=0,776). Com relagdo as células T CDS8" em
condigdes basais, a porcentagem desse tipo celular que produzia IL-17 no bago dos animais
controles foi de 4,72 + 1,75% e nos animais diabéticos foi de 5,15+ 3,55 (p=0,848). Apos
ativagdo, a porcentagem de células T CDS8" produtoras de IL-17 no grupo controle foi de

10,41 +2,46% e de 10,46 + 5,50% no grupo diabético (p=0,989
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Figura 31. Anadlise da expressio das moléculas CTLA-4, GITR e PD-1 na superficie das células T

CD4°CD25" e T CD4"CD25" presentes no bago de animais controles e tratados com miiltiplas doses de

STZ dezoito dias apés a inducio do diabetes. Dezoito dias apds tratamento com STZ/tampdo citrato, o bago dos

animais foi coletado e os esplendcitos isolados para imunofenotipagem e andlise por FACS. (a) Porcentagem de células
positivas para CTLA-4, GITR e PD-1 e (b) IMF das moléculas CTLA-4, GITR e PD-1, ambas avaliadas na gate de células T
CD4'CD25". (c) Porcentagem de células positivas para CTLA-4, GITR e PD-1 e (d) IMF das moléculas CTLA-4, GITR e

PD-1, ambas avaliadas na gate de células T CD4'CD25". As barras verticais representam a média dos valores percentuais,

com o respectivo desvio padrao. Nos graficos de dispersdo, cada ponto representa o valor da IMF de um individuo e os tragos

horizontais representam a média dos valores. (* p<0,05)

97



Resultados - Parte I

Tabela 11. Intensidade média de fluorescéncia (IMF) das moléculas CTLA-4, GITR e PD-1
expressas na superficie das células T CD4°CD25" presentes no baco de animais controles e
tratados com multiplas doses de STZ dezoito dias apo6s a inducao do diabetes.

= STZ (n=6)
Molécula Controle (n=4) valor p
IMF IMF
CTLA-4 49,79 + 18,71 170,2 + 19,58 0,001*
GITR 52,87 + 8,34 120,78 + 53,95 0,040*
PD-1 26,63 +1,92 41,99 + 12,58 0,021*

Os valores estdo representados pela média da IMF com o respectivo desvio padrdo. (* p<0,05)

Tabela 12. Intensidade média de fluorescéncia (IMF) das moléculas CTLA-4, GITR e PD-1
expressas na superficie das células T CD4'CD25" presentes no baco de animais controles e
tratados com multiplas doses de STZ dezoito dias apo6s a inducao do diabetes.

= STZ (n=6)
Molécula Controle (n=4) valor p
IMF IMF
CTLA-4 58,20 + 36,33 216,20 + 192,53 0,150
GITR 36,07 + 17,46 333,82 + 446,36 0,227
PD-1 376,84 + 147,15 1145,58 + 590,52 0,036*

Os valores estdo representados pela média da IMF com o respectivo desvio padrdo. (* p<0,05)
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Figura 32. Anilise da populacio de células T reguladoras Foxp3' presentes no baco de animais controles e
tratados com multiplas doses de STZ dezoito dias apos a inducdo do diabetes. Dezoito dias apds tratamento
com STZ/tampao citrato, o bago dos animais foi coletado e os esplenocitos isolados para imunofenotipagem e analise por
FACS. (a) A porcentagem de células positivas para o fator de transcri¢io Foxp3 foi avaliada tanto na gate de células T
CD4°CD25" quanto na gate de células T CD4 CD25". (b) IMF do fator Foxp3 expresso nas células T CD4'CD25" ¢ T
CD4°CD25™ presentes no bago dos animais controles e tratados com STZ. As barras verticais representam a média dos
valores percentuais, com o respectivo desvio padrdo. No grafico de dispersdo, cada ponto representa o valor da IMF de um

individuo e os tragos horizontais representam a média dos valores. (* p<0,05)
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Figura 33. Anilise da populagio de linfocitos T CD4" e T CD8" produtores de IL-17 presentes no baco de
animais controles e tratados com multiplas doses de STZ dezoito dias apés a induciio do diabetes. Dezoito
dias apds tratamento com STZ/tampdo citrato, o bago dos animais foi coletado e os esplendcitos isolados para
imunofenotipagem, deteccdo de IL-17 intracelular e analise por FACS. A populagdo de células produtoras de IL-17 foi
avaliada em duas condi¢des experimentais, sendo que na condi¢do basal os esplendcitos foram cultivados na auséncia de
estimulos policlonais, ¢ em condigdo de ativag@o eles foram cultivados por 5 horas na presenga de PMA e ionomicina. A
porcentagem de células produtoras de IL-17 foi avaliada tanto na gate de células CD3°CD4" quanto na gate CD3'CD8". As

barras verticais representam a média dos valores, com o respectivo desvio padrio. (* p<0,05)
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c.2) Analises das popul agdes celulares dos linfonodos pancreaticos
A porcentagem de células T CD4'CD25" ¢ T CD4'CD25™ presentes nos linfonodos

pancreaticos mostrou-se semelhante nos dois grupos de animais estudados. No grupo
controle, cerca de 2,19 + 0,61% das células dos linfonodos pancreaticos possuiam o fenotipo
de células T CD4'CD25" e no grupo tratado com STZ essa frequéncia foi de 2,95 + 0,38%
(p=0,301). Com relagao a populacgdo de células T CD4'CD25", esta representou 1,16 +0,67%
das células dos linfonodos pancredticos dos animais controles e 1,05 + 0,39% (p= 0,74) nos
animais tratados com STZ (Figura 34a).

Podemos notar através da Figura 34b que ndo foi possivel observar diferencas
significativas na porcentagem de células T reguladoras (Foxp3") presentes nos linfonodos
pancreaticos dos animais controles e diabéticos. Cerca de 45,90 + 4,62 % das células T
CD4'CD25" dos linfonodos pancreaticos do grupo controle expressavam o fator de
transcricado Foxp3 e no grupo tratado com STZ essa porcentagem foi de 50,61 + 2,29%
(p=0,325). Para a populacdo de células T CD4°CD25", observamos que 28,44 + 15,85%
dessas células mostraram-se positivas para Foxp3 nos animais controles e 43,1 + 13,11% nos
animais diabéticos (p=0,083).

Estudamos também a populagdo de células T CD4" e CD8" produtoras de IL-17
(células Th17 e Tcl7, respectivamente). Com relacdo as células T CD4" que produziram IL-
17, sua porcentagem nos animais controles foi de 15,18 + 2,26% e nos animais diabéticos foi
de 15,83 + 1,80% (p=0,648). De maneira similar, ndo detectamos diferencas na porcentagem
das células T CD8" produtoras de IL-17, visto que sua porcentagem no grupo controle foi de

15,53 +2,86% e no grupo diabético de 15,53 + 2,86% (p=0,819) (Figura 35).
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Figura 34. Anilise da popula¢io de células T CD4°CD25" e células T reguladoras Foxp3" presentes nos
linfonodos pancreaticos dos animais controles e tratados com multiplas doses de STZ dezoito dias apos a
inducio do diabetes. Dezoito dias apos tratamento com STZ/tampdo citrato, os linfonodos pancreéticos dos animais foram
coletados ¢ as células isoladas para imunofenotipagem e analise por FACS. (a) Porcentagem de células T CD4'CD25" ¢
CD4'CD25" presentes no bago dos animais controles e tratados com STZ. (b) A porcentagem de células positivas para o
fator de transcrigio Foxp3 foi avaliada tanto na gate de células T CD4'CD25", quanto na gate de células T CD4'CD25". As

barras verticais representam a média dos valores percentuais, com o respectivo desvio padrdo. (* p<0,05)
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Figura 35. Anilise da populagio de linfécitos T CD4" e T CD8" produtores de IL-17 * presentes nos
linfonodos pancreaticos dos animais controles e tratados com multiplas doses de STZ dezoito dias apos a
inducido do diabetes. Dezoito dias apos tratamento com STZ/tampdo citrato, os linfonodos pancreaticos dos animais
foram coletados e as células isoladas para imunofenotipagem, detec¢do de IL-17 intracelular e analise por FACS. A
populacdo de células produtoras de IL-17 foi avaliada ap6s cultivo na presenga de PMA e ionomicina por 5h (ativagdo). A
porcentagem de células produtoras de IL-17 foi avaliada tanto na gate de células CD3°CD4" quanto na gate CD3'CD8". As

barras verticais representam a média dos valores percentuais, com o respectivo desvio padrdo. (* p<0,05)
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d) Dosagem de citocinas presentes no homogenato pancredtico dos animais controles e
tratados com STZ dezoito dias apos a inducgdo do diabetes.

Através do ensaio de ELISA, ndo foi possivel observar diferencas significativas na
concentragdo das citocinas IL-6, IFN-y, TNF-o, IL-10, IL-17 e IL-23 detectadas no
homogenato pancredtico dos animais controles e diabéticos (Figura 36). Os valores da

quantificagdo dessas citocinas estdo listadas na Tabela 13.

. controle
15+ B s

ng/g de tecido

IL-6 IFN-y TNF-o IL-10 IL-17 IL-23

Figura 36. Dosagem das citocinas IL-6, IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-17 e IL-23 presentes no homogenato
pancreatico dos animais controles e tratados com multiplas doses de STZ dezoito dias apés a inducio do
diabetes. Dezoito dias apds tratamento com STZ/tampéo citrato, por¢des do pancreas foram coletadas, homogeneizadas na
presenca de inibidor de proteases e a partir do homogenato pancreatico as citocinas foram quantificadas através do ensaio de
ELISA. A concentragdo de citocina esta representada por nanograma de citocina por grama de tecido pancredtico. As barras

verticais representam a média dos valores, com o respectivo desvio padréo. (* p<0,05)

Tabela 13. Concentracoes das citocinas 1L-6, IFN-y, TNF-q, IL-10, IL-17 e IL-23 presentes no
homogenato pancreatico de camundongos controles e diabéticos dezoito dias apés tratamento
com STZ.

citocina controle (=4) STZ(70) valor p
ng/g tecido ng/g tecido
IL-6 4,51 +0,74 4,71 + 1,12 0,764
IFN-y 8,38 +1,87 8,46 +£2,23 0,955
TNF-a 3,98 +£0,56 3,66 +1,08 0,594
IL-10 8,90 +1,52 10,33 +2,20 0,296
IL-17 4,74 + 0,90 4,51+ 1,11 0,738
1L-23 9,19 + 3,67 9,82+ 0,86 0,719
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4.1.2.4. Andlises do periodo de 25 dias apos o tratamento com STZ

a) Animais
Vinte e cinco dias apds a administragdo das multiplas doses de STZ, os animais
tratados com a droga apresentaram média de glicemia de 420,16 + 84, 82 mg/dl e nos animais

utilizados como controles a média da taxa glicémica foi de 121,11 + 11,16 mg/dl.

b) Analises histologicas do piancreas

Comparando as ilhotas pancredticas dos animais tratados com STZ e dos animais
controles, foi possivel observar mudangas na arquitetura e morfologia das ilhotas. Como
mostrado na Figura 37, as ilhotas pancredticas dos animais que foram tratados com STZ
assumiram uma forma estrelada ao invés da forma arredondada, sendo esta ultima tipica dos
animais ndo diabéticos (controles). Além disso, foi possivel notar nos animais diabéticos uma
diminui¢ao de células (coloragao dos nucleos) que compdem as ilhotas, bem como a presenga
de vacuolizacdes no interior das ilhotas, sugerindo destruicdo e lesdo tecidual. Entretanto,
neste periodo da doeng¢a nao foi possivel identificar infiltrado inflamatério ao redor das ilhotas
pancreaticas.

Através da coloragdo de Gomori’s (Figura 38a) e pelas analises de imunohistoquimica
para insulina (Figura 38b) foi possivel observar uma perda quase total da massa de células
beta nos animais que receberam as doses de STZ em relacdo aos animais controles. Através
da técnica de Gomori's, verificamos auséncia de coloragdo para insulina nas ilhotas e na
reacdo de imunohistoquimica a marcac¢ao para insulina mostrou-se drasticamente reduzida nos
animais diabéticos quando comparada com os animais controles. Com relacdo a massa de
células alfa produtoras de glucagon, podemos observar uma maior densidade dessas células
nas ilhotas dos animais diabéticos em comparagdo com os animais controles, além da

ocupacao desorganizada destas células dentro das ilhotas pancreaticas. (Figura 39).
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Figura 37. Analise histolégica do pancreas de animais controles e tratados com muiiltiplas doses de STZ
vinte e cinco dias apés induc¢do do diabetes. O pancreas foi coletado, incluido em parafina, cortado a Sum, corado
com hematoxilina-eosina e vizualizado em microscopio Optico. (a) Ilhota pancredtica de camundongo controle, exibindo
morfologia arredondada tipica, ausente de células inflamatdria infiltradas, aumento 400x. (b,c) Vinte e cinco dias apds a
administragdo das multiplas doses de STZ, o pancreas dos animais exibiram auséncia de processo inflamatério e ilhotas
pancredticas com morfologia atipica, resultado de uma destruigdo intensa das células beta produtoras de insulina, aumento

400x.
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Figura 38. Andlise da massa de células beta produtoras de insulina nos animais controles e tratados com
multiplas doses de STZ vinte e cinco dias apés inducio do diabetes. O pancreas foi coletado, incluido em
parafina, cortado a Sum, corado com a coloragdo de Gomori's (a,b) ou realizada reagdo de imunohistoquimica
(streptavidina/peroxidase) para insulina (c,d). (a,c) Ilhotas pancreéticas de camundongos controles exibindo densa massa de
células beta produtoras de insulina, evidenciada pela intensa coloragdo de Gomori's (a) e forte marca¢ao para insulina (c),
aumento 100x. (b,d)Vinte e cinco dias apds a administracdo das cinco doses consecutivas de STZ, as ilhotas pancreaticas dos
animais tratados apresentaram intensa destrui¢do das células beta produtoras de insulina, uma vez que a coloragdo de
Gomori’s (b) e a intensidade da marcagao para insulina (d) diminuiram drasticamente em relagdo ao grupo controle, aumento

100x.
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Figura 39. Anilise da massa de células alfa produtoras de glucagon nos animais controles e tratados com

miltiplas doses de STZ vinte e cinco dias apés inducdo do diabetes. O pancreas foi coletado, incluido em
parafina, cortado a Sum e posteriormente realizada reacdo de imunohistoquimica (streptavidina/peroxidase) para glucagon.
(a) Tlhota pancreatica de camundongo controle exibindo a localizacdo periférica da massa de células alfa produtoras de
glucagon, aumento 100x. (b) Vinte e cinco dias apds a administragdo das multiplas doses de STZ, as ilhotas pancreaticas dos
animais tratados apresentaram aumento da densidade das células alfa e padrao de distribuic@o alterada das células produtoras

de glucagon, uma vez que podemos visualizar essas células distribuidas por toda regido da ilhota pancreatica, aumento 100x.

d) Imunofenotipagem das populacoes celulares e linfocitirias do baco e linfonodos
pancredticos vinte e cinco dias apos a inducdo do diabetes.

O ntimero absoluto de células totais presentes no baco dos animais controles ( 7,52 +
1,20 x10 células) e diabéticos (7,37 + 2,19 x10” células) foi semelhante (p=0,904). A mesma
relacdo pode ser observada para o numero absoluto de células dos linfonodos pancreaticos dos
animais controles ( 5,54 + 0,07 x10° células) e tratados com STZ (6,20 + 0,98 x10° células,

p=0,397).

c.1) Andlises das populacoes celulares baco

A porcentagem de células T CD3'CD4" do bago apresentou-se de forma similar nos
animais controles e diabéticos (Figura 40). A porcentagem dessas células nos animais
controles foi de 17,99 + 2,19% e nos diabéticos de 19,58 + 1,76% (p=0,238). Com relagdo a
populagdo de células T CD3'CD8", esta também se apresentou em frequéncias semelhantes
no bago dos animais controles ( 12,58 + 0,97%) e animais tratados com STZ( 11,54 + 1,35%,

p=0,226). Tanto a populagdo de macrofagos, quanto de células dendriticas estiveram
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igualmente presentes no bago dos dois grupos de animais analisados. A porcentagem de
macrofagos (CD11b") no bago dos animais controles foi de 1,95+ 0,40% e nos animais
diabéticos de 2,38 + 1,23% (p=0,529). A frequéncia de células dendriticas no bago dos
animais controles foi de 8,61 + 4,07% no dos animais que receberam as dose de STZ de 5,69

+1,35% (p=0,170)
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Figura 40. Anilise das populacées de células T CD4", T CD8", macréfagos e células dendriticas presentes
no baco de animais controles e tratados com multiplas doses de STZ vinte e cinco dias apds inducio do
diabetes. Vinte e cinco dias ap6s tratamento com STZ/tamp@o citrato, o bago dos animais foi coletado e os esplendcitos
isolados para imunofenotipagem e analise por FACS. A populagio de linfocitos T helper foi avaliada com base na marcagdo
dupla positiva para CD3"CD4", os linfocitos T citotoxicos como CD3"CDS", os macréfagos foram caracterizados com base
na marcagio CDI11b'CDI1lc, e a populagio de células dendriticas foram identificadas através das marcagdes

CD11b'CD11c¢"/CD11bCDI11c". As barras verticais representam a média dos valores percentuais, com o respectivo desvio
padrdo. (* p<0,05)

A porcentagem de células T CD4°CD25" ¢ T CD4"CD25™ presentes no bago mostrou-
se similar nos animais controles e diabéticos (Figura 41) . No grupo controle, a porcentagem
das células T CD4'CD25" presentes no bago foi de 2,21 + 0,65% e no grupo tratado com STZ
foi de 2,06 + 0,75% (p=0,751). Com relagdo a populagdo de células T CD4+CD25hi, a
frequéncia destas células no baco dos animais controles foi de 0,55 + 0,14% e nos animais

diabéticos de 0,68 + 0,44% (p=0,502).
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Figura 41. Anilise das populacdes de células T CD4'CD25" e T CD4"CD25" presentes no baco de animais
controles e tratados com multiplas doses de STZ vinte e cinco dias apés induciio do diabetes. Vinte e cinco
dias apds tratamento com STZ/tampdo citrato, o bago dos animais foi coletado e os esplendcitos isolados para

imunofenotipagem e analise por FACS. As barras verticais representam a média dos valores percentuais, com o respectivo

desvio padrdo. (* p<0,05)

As células da gate CD4'CD25" foram analisadas quanto & expressdo das moléculas
CTLA-4, GITR e PD-1, e foi observado que a porcentagem de células CD4'CD25" que
expressavam essas moléculas na superficie ndo diferiu entre os dois grupos analisados (Figura
42a). No grupo controle, a porcentagem de células CD4 CD25" que expressam CTLA-4,
GITR e PD-1 foi de 15,51 + 2,80%; 13,69 + 3,11% e 23,91 + 6,11%, respectivamente. No
grupo de animais diabéticos, esses valores foram muito semelhantes, onde a porcentagem de
células CD4'CD25" que expressavam CTLA-4 foi de 14,38 + 9,84% (p=0,888), GITR de
14,39 + 11,49% (p=0,939) e PD-1 de 23,22 + 11,86% (p=0,944).

Embora a frequéncia de células CD4'CD25" que expressavam as moléculas CTLA-4,
GITR e PD-1 mostraram-se semelhantes nos dois grupos de animais analisados, a IMF dessas
moléculas foi diferente entre os grupos (Figura 42b). Todas as moléculas apareceram maior
expressao na superficie das células provenientes do bago dos animais que foram tratados com
STZ em comparagdo com os animais controles (p<0,05). O valor da IMF das moléculas
analisadas podem ser vistos na Tabela 14.

Com relagdo a populago de células CD4"CD25™ | também n3o foi possivel observar
diferengas significativas na porcentagem dessas células positivas para as moléculas CTLA-4,
GITR e PD-1 em ambos grupos analisados (Figura 42¢). Em relacdo ao grupo controle, a

porcentagem de células, avaliada dentro da populacao de linfocitos T CD4'CD25" | positivas
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para as moléculas CTLA-4, GITR e PD-1 foi de, respectivamente: 17,31 + 4,51%, 18,50 +
7,70% e 22,55 + 3,95%. O grupo que foi tratado com STZ apresentou porcentagens
semelhantes ao grupo controle, sendo que para a molécula CTLA-4 cerca de 14,37 + 6,29%
das células CD4"CD25" mostraram-se positivas para esta molécula (p=0,615), para o GITR a
porcentagem de células positivas foi de 23,47 + 12,45% (p=0,642) e para o PD-1 de 21,88 +
3,07% (p=0,828).

Com relagao a IMF das moléculas CTLA-4, GITR e PD-1 expressas na superficie das
células T CD4"CD25™ * podemos observar que as moléculas GITR e PD-1 estiveram mais
expressas na superficie das células do bago dos animais diabéticos em comparagdo com os
animais controles (Figura 42d). Os valores das IMF podem ser visualizados na Tabela 15.

A expressdo do fator de transcricdo Foxp3 foi analisado na populagdo de células T
CD4" CD25" e T CD4"CD25™ | ¢ através das analises ndo foi possivel observar diferengas na
frequéncia dessas células no baco dos animais controles e animais diabéticos (Figura 43a ). A
porcentagem de cé¢lulas positivas para Foxp3, analisada dentro da populacdo de células T
CD4" CD25", foi de 21,59 + 8,10% nos animais controles e de 21,25 + 1,93% nos animas
diabéticos (p=0,928). Com relagio a populagio de células T CD4"CD25™ | cerca de 17,04 +
3,33% dessas células foram positivas para Foxp33 no grupo controle, € no grupo tratado com
STZ essa porcentagem foi de 16,30 + 2,81% (p=0,763).

As analises das IMF do fator de transcricdo FOXP3 mostraram que este fator esteve
expresso em quantidades equivalentes nas células dos animais controles e diabéticos, seja ele
analisado na populagdo de células T CD4"CD25" ou T CD4'CD25" (Figura 43b). A IMF do
Foxp3 expresso nas células T CD4°CD25" do grupo controle foi de 145,24 + 59,66 ¢ de
128,26 + 37,29 no grupo tratado com STZ (p=0,590). Com relagdo a populacdo de células T
CD4°CD25", aquelas que foram positivas para FOXP3 apresentaram IMF de 1304,19 +
880,11 no grupo controle e de 955,66 + 350,76 no grupo diabético (p=0,399).

A porcentagem de células T CD4" ¢ T CDS8 produtoras de IL-17 mostrou-se similar
entre o grupo de animais controles e diabéticos (Figura 44), independente da condigdo de
cultivo (basal ou ativado). No grupo controle, dentre os linfocitos T CD3'CD4", 13,07 +
3,51% dessas células produziram a citocina IL-17 em condi¢des basais (sem estimulo), e no
grupo de animais tratados com STZ essa porcentagem foi de 13,35 + 1,50% (p=0,864).
Quando os esplendcitos foram ativados com PMA e ionomicina, a porcentagem de células T
CD4" produtoras de IL-17 foi de 19,55 + 1,13% nos animais controles e de 18,95 + 3,07 nos
animais diabéticos (p=0,727). Com relagdo as células T CD8" cultivadas sem adicdo de

estimulos, a porcentagem dessas células produtoras de IL-17 no baco dos animais controles
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foi de 12,18 + 4,26% e de 9,21 + 2,31% no bago dos animais diabéticos (p=0,221). Apds
estimulacdo policlonal, a porcentagem de células T CD8" produtoras de IL-17 alterou para

14,54 + 1,04% no grupo controle e de 17,18 + 2,85% no grupo tratado com STZ (p=0,119).
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Figura 42. Andlise da expressio das moléculas CTLA-4, GITR e PD-1 na superficie das células T
CD4°CD25" e T CD4"CD25" presentes no bago de animais controles e tratados com miiltiplas doses de
STZ vinte e cinco dias apés inducio do diabetes. Vinte e cinco dias apds tratamento com STZ/tampéo citrato, o bago
dos animais foi coletado e os esplendcitos isolados para imunofenotipagem e analise por FACS. (a) Porcentagem de células
positivas para CTLA-4, GITR e PD-1 e (b) IMF das moléculas CTLA-4, GITR e PD-1, ambas avaliadas na gate de células T
CD4°CD25". (c) Porcentagem de células positivas para CTLA-4, GITR e PD-1 e (d) IMF das moléculas CTLA-4, GITR e
PD-1, ambas avaliadas na gate de células T CD4'CD25". As barras verticais representam a média dos valores percentuais,

com o respectivo desvio padrao. Nos graficos de dispersdo, cada ponto representa o valor da IMF de um individuo e os tragos

horizontais representam a média dos valores. (* p<0,05)
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Tabela 14. Intensidade média de fluorescéncia (IMF) das moléculas CTLA-4, GITR e PD-1
expressas na superficie das células T CD4°CD25" presentes no baco de animais controles e
tratados com miultiplas doses de STZ vinte e cinco dias apods a inducio do diabetes.

= STZ (n=6)
Molécula Controle (n=4) valor p
IMF IMF
CTLA-4 38,90 + 10,32 94,67 + 40,14 0,028*
GITR 36,30 + 8,17 315,21 + 139,67 0,004*
PD-1 54,66 + 32,73 154,78 + 79,19 0,046*

Os valores estdo representados pela média da IMF com o respectivo desvio padréo. (* p<0,05)

Tabela 15. Intensidade média de fluorescéncia (IMF) das moléculas CTLA-4, GITR e PD-1
expressas na superficie das células T CD4°CD25" presentes no baco de animais controles e
tratados com multiplas doses de STZ vinte e cinco dias ap6s a inducio do diabetes.

= STZ (n=6)
Molécula Controle (n=4) valor p
IMF IMF
CTLA-4 40,13 + 10,36 582,96 + 592,45 0,110
GITR 35,94 + 7,96 2322,86 + 1357,09 0,012*
PD-1 47,99 + 19,83 1033,12 + 536,78 0,008*

Os valores estdo representados pela média da IMF com o respectivo desvio padrao. (* p<0,05)
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Figura 43. Anilise da populacio de células T reguladoras Foxp3” presentes no baco de animais controles e
tratados com multiplas doses de STZ vinte e cinco dias apés inducio do diabetes. Vinte e cinco dias apos
tratamento com STZ/tampdo citrato, o bago dos animais foi coletado e os esplendcitos isolados para imunofenotipagem e
analise por FACS. (a) A porcentagem de células positivas para o fator de transcrigdo Foxp3 foi avaliada tanto na gate de
células T CD4'CD25" quanto na gate de células T CD4"CD25™. (b) IMF do fator Foxp3 expresso nas células T CD4°CD25"
e T CD4'CD25" presentes no ago dos animais controles e tratados com STZ. As barras verticais representam a média dos
valores percentuais, com o respectivo desvio padrdo. No grafico de dispersdo, cada ponto representa o valor da IMF de um

individuo e os tragos horizontais representam a média dos valores. (* p<0,05)
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Figura 44. Analise da populacio de linfécitos T CD4" ¢ T CD8" produtores de IL-17 presentes no baco de
animais controles e tratados com multiplas doses de STZ vinte e cinco dias ap6s inducio do diabetes. Vinte
e cinco dias apds tratamento com STZ/tampdo citrato, o bago dos animais foi coletado e os esplendcitos isolados para
imunofenotipagem, detecgdo de IL-17 intracelular e analise por FACS. A populagdo de células produtoras de IL-17 foi
avaliada em duas condi¢des experimentais, sendo que na condi¢do basal os esplendcitos foram cultivados na auséncia de
estimulos policlonais, e em condi¢@o de ativacdo eles foram cultivados por 5 horas na presenca de PMA e ionomicina. A
porcentagem de células produtoras de IL-17 foi avaliada tanto na gate de células CD3'CD4" quanto na gate CD3'CDS". As

barras verticais representam a média dos valores, com o respectivo desvio padrdo. (* p<0,05)
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c.2) Analises das popul agdes celulares dos linfonodos pancreaticos
A porcentagem de células T CD4'CD25" ¢ T CD4'CD25™ presentes nos linfonodos

pancreaticos mostrou-se semelhante em ambos os grupos de animais analisados (Figura 45a ).
No grupo controle, a porcentagem de células T CD4'CD25" encontrada nos linfonodos foi de
2,36 + 0,16% enquanto que no grupo de animais diabéticos esta porcentagem foi de 3,14 +
0,61% (p=0,168). A porcentagem de células T CD4'CD25" detectada nos linfonodos
pancreaticos dos animais controles foi de 1,23 + 0,41% e nos animais tratados com STZ de
1,52 +0,53% (p=0,422).

A populagio de células T reguladoras (Foxp3") mostrou-se levemente aumentada nos
linfonodos pancreaticos dos animais diabéticos em comparagdo aos animais controles (Figura
45b), no entanto, esse aumento nao foi estatisticamente significativo (p>0,05). A porcentagem
de células T CD4'CD25" positivas para o fator de transcricio Foxp3 nos linfonodos dos
animais controles foi de 56,08 + 21,35%, enquanto que nos animais diabéticos essa
porcentagem foi de 77,01 + 9,14% (p=0,209). Com relagdo a populagdo de células T
CD4'CcD25M , cerca de 61,77 + 13,64% dessas células presentes nos linfonodos do grupo
controle expressavam o Foxp3 e no grupo tratado com STZ essa porcentagem foi de 72,11 +
12,46% (p=0,274).

Nao foi possivel observar diferencas significativas na populagdo de linfécitos T
produtores de IL-17, seja a produgdo da citocina avaliada na gate de células T CD3'CD4"
quanto nas células T CD3'CDS8" (Figura 46). A porcentagem de células T CD4" que
produziam IL-17 nos linfonodos drenantes dos animais controles foi de 15,59 + 1,88% e nos
animais diabéticos foi de 17,10 + 3,17% (p=0,490). A porcentagem de células T CD8" que
produziam IL-17 encontrada nos linfonodos pancreaticos dos animais controles foi de 18,75 +

0,26% e nos diabéticos de 17,44 + 3,32% (p=0,532).
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Figura 45. Anilise da popula¢io de células T CD4°CD25" e células T reguladoras Foxp3" presentes nos
linfonodos pancreaticos dos animais controles e tratados com multiplas doses de STZ vinte e cinco dias
ap6s inducio do diabetes. Vinte e cinco dias apos tratamento com STZ/tampdo citrato, os linfonodos pancreaticos dos
animais foram coletados e as células isoladas para imunofenotipagem e analise por FACS. (a) Porcentagem de células T
CD4°CD25" e CD4"CD25" presentes nos linfonodos pancreaticos dos animais controles e tratados com STZ. (b) A
porcentagem de células positivas para o fator de transcrigio Foxp3 foi avaliada tanto na gate de células T CD4'CD25" ,

quanto na gate de células T CD4°CD25". As barras verticais representam a média dos valores percentuais, com o respectivo
desvio padrdo. (* p<0,05)
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Figura 46. Anilise da popula¢do de linfécitos T CD4" e T CD8" produtores de IL-17 * presentes nos
linfonodos pancreaticos dos animais controles e tratados com multiplas doses de STZ vinte e cinco dias
apods inducdo do diabetes. Vinte e cinco dias apds tratamento com STZ/tampao citrato, os linfonodos pancreaticos dos
animais foram coletados e as células isoladas para imunofenotipagem, detec¢do de IL-17 intracelular e anélise por FACS. A
populacdo de células produtoras de IL-17 foi avaliada apos cultivo na presenga de PMA e ionomicina por 5h (ativagdo). A

porcentagem de células produtoras de IL-17 foi avaliada tanto na gate de células CD3'CD4" quanto na gate CD3'CDS". As

barras verticais representam a média dos valores percentuais, com o respectivo desvio padrdo. (* p<0,05)

114



Resultados - Parte I

d) Dosagem de citocinas presentes soro e homogenato pancredtico de animais controles e
tratados com STZ vinte e cinco dias apds a inducdo do diabetes.

Com relagao as citocinas IL-6, IFN-y, TNF-a, IL-17 e IL-23, podemos observar através da
Figura 47 que nao houveram diferencas significativas na concentragdo dessas citocinas avaliadas no
homogenato pancreatico de ambos os grupos de animais estudados (Tabela 16). No entanto,
observamos que a concentragdo da citocina IL-10 aumentou de maneira significativa no grupo de
animais tratados com STZ (15,52 + 3,84 ng/g de tecido) em comparagdo com os animais controles

(8,59 + 1,21 ng/g de tecido, p=0,013).
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Figura 47. Dosagem das citocinas IL-6, IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-17 e IL-23 presentes no homogenato
pancreatico dos animais controles e tratados com miiltiplas doses de STZ vinte e cinco dias apds inducio
do diabetes. Vinte e cinco dias apds tratamento com STZ/tampdo citrato, por¢des do pancreas foram coletadas,
homogeneizadas na presenga de inibidor de proteases e a partir do homogenato pancreatico as citocinas foram quantificadas
através do ensaio de ELISA. A concentragdo das citocinas esta representada por nanograma de citocina por grama de tecido

pancreatico. As barras verticais representam a média dos valores, com o respectivo desvio padrdo. (* p<0,05)
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Tabela 16. Concentracoes das citocinas IL-6, IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-17 e IL-23 presentes no
homogenato pancreitico de camundongos controles e diabéticos vinte e cinco dias apos

tratamento com STZ

controle (n=4) STZ (n=6)
citocina ng/g tecido ng/g tecido valor p

IL-6 4,97 + 2,28 7,16 + 2,38 0,105
IFN-y 7,70 +4,24 10,36 + 5,79 0,222
TNF-a 4,42 + 2,46 5,60 + 2,54 0,363
IL-10 8,59+ 1,21 15,52 + 3,84 0,013*
IL-17 4,53 +2,28 6,99 + 2,26 0,057
1L-23 12,51 + 8,29 11,13 + 4,67 0,781

Valores representados como média + desvio padrio

* p<0,05
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4.2. Avaliagdo do potencial terapéutico das MSCs humanas no diabetes experimental

Com a intencdo de avaliarmos o potencial terapéutico das células mesenquimais
estromais (MSCs) em reverterem o diabetes em camundongos tratados com STZ, estas células
foram isoladas, cultivadas, expandidas, imunofenotipadas e por fim, infundidas nesses
animais.

Desta forma, diabetes foi induzido em camundongos C57BI1/6 (8 semanas de idade)
apds administragdo de 5 doses diarias e consecutivas de STZ e posteriormente, os animais
foram divididos em dois grupos distintos: um grupo para ser tratado com as MSCs (n=7) e um
segundo grupo tratado com PBS (grupo controle, n=4).

As MSCs utilizadas nos transplantes foram obtidas de dois individuos normais

saudaveis, sendo aqui referidas de amostras MSC1 e MSC2.

4.2.1. Estabelecimento das culturas de MSCs humanas derivadas de medula ossea

As MSCs humanas foram isoladas a partir de aspirado de medula dssea através de
gradiente de Ficoll Hypaque™ e posteriormente foram cultivadas em meio de cultura a-MEM
com 15% de soro bovino fetal (SBF) ¢ mantidas em garrafa de 75 cm® a 37°C com 5% de
CO,. Os repiques (passagens) foram feitos de acordo com a confluéncia exibida pela cultura e
metade do meio de cultura trocado a cada trés dias. Na terceira passagem, as MSCs humanas

apresentaram como caracteristicas marcantes a aderéncia ao plastico e morfologia

fibroblastoéide tipica deste tipo celular (Figura 48).

Figura 48. Aspecto morfolégico das MSCs humanas cultivadas em terceira passagem. As MSCs foram
isoladas a partir de aspirado de medula 6ssea de individuos saudaveis, separadas através de gradiente de Ficoll Hypaque, e
cultivadas em meio de cultura a-MEM com 15% de soro bovino fetal. Na terceira passagem, as células apresentaram

morfologia fibroblastoide tipica de MSCs. (a) aumento 40x, (b) aumento 100x, (c) Coloragdo de Leishman, aumento 630x
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4.2.2. Caracterizacdo imunofenotipica das MSCs humanas derivadas na medula

oJssea

As MSCs (amostras MSC1 e MSC2) foram tripsinizadas na terceira passagem,
marcadas com anticorpos monoclonais contra varios antigenos de superficie e analisadas por
citometria de fluxo. Os marcadores analisados na superficie das MSCs foram: CD45, CD14,
CD29, CD51/61, CD44, CD90, CD105, CD31, CD54, CD73, CD105, CD34, HLA-CLASSE
I, HLA- CLASSE 11, CD166, CD49¢, CD146 e CD13.

Podemos observar através das Figuras 49 e 50 que os histogramas de ambas as
amostras (MSC1 e MSC2) evidenciaram um imunofenotipo caracteristico de MSCs: alta
expressao de CD73, CD90, CDI105, CD29, CD13, CD44 ,CD49¢ e¢ CD166; expressao
intermediaria de CD54; HLA-CLASSE I, CD146, CDI105 e expressao negativa de CD45,
CD14, CD34, HLA-CLASSE II, CD51/61 e CD31.
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Figura 49. Caracterizacio imunofenotipica da amostra MSC1 isolada de medula dssea de individuo
saudavel. As MSCs foram isoladas a partir de aspirado de medula 6ssea de individuo saudavel, separadas através de
gradiente de Ficoll Hypaque, e cultivadas em meio de cultura a-MEM com 15% de soro bovino fetal. Na terceira passagem,
as células foram tripsinizadas e marcadas com anticorpos conjugados a fluorocromos contra diversos antigenos de superficie
expressos nas MSCs (CD45, CD14, CD29, CD51/61, CD44, CD90, CD105, CD31, CD54, CD73, CD105, CD34, HLA-
CLASSE I, HLA- CLASSE 1II, CD166, CD49¢, CD146 ¢ CD13). Para analise, foi desenhada uma gate na populagdo de
células viaveis (R1), estabelecida com base nos parametros de tamanho (FSC) e granularidade (SSC). Os eventos da gate de
células viaveis (R1) foram representados por um histograma de fluorescéncia 1 (FL1, FITC - isotiocianato de fluoresceina)
ou fluorescéncia 2 (FL2, PE - ficoeritrina). Os valores representam a porcentagem de células positivas para aquele

determinado antigeno de superficie.
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Figura 50. Caracterizacio imunofenotipica da amostra MSC2 isolada de medula 6ssea de individuo
saudavel. As MSCs foram isoladas a partir de aspirado de medula 6ssea de individuo saudavel, separadas através de
gradiente de Ficoll Hypaque, e cultivadas em meio de cultura a-MEM com 15% de soro bovino fetal. Na terceira passagem,
as células foram tripsinizadas e marcadas com anticorpos conjugados a fluorocromos contra diversos antigenos de superficie
expressos nas MSCs (CD45, CD14, CD29, CD51/61, CD44, CD90, CD105, CD31, CD54, CD73, CD105, CD34, HLA-
CLASSE I, HLA- CLASSE II, CD166, CD49¢, CD146 e CD13). Para analise, foi desenhada uma gate na populagdo de
células viaveis (R1), estabelecida com base nos parametros de tamanho (FSC) e granularidade (SSC). Os eventos da gate de
células viaveis (R1) foram representados por um histograma de fluorescéncia 1 (FL1, FITC - isotiocianato de fluoresceina)
ou fluorescéncia 2 (FL2, PE - ficoeritrina). Os valores representam a porcentagem de células positivas para aquele

determinado antigeno de superficie.
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4.2.3. Avaliacdo do potencial de diferenciacao das MSCs em adipdcitos e ostedcitos

Com a intengdo de avaliarmos a multipotencialidade das MSCs, realizamos a
diferenciagdo dessas células em adipocitos e ostedcitos através de meios de cultura indutores
especificos. Podemos observar na Figura 51 a diferenciacdo das MSC1 em adipocitos, onde
foi possivel detectar a presenca de goticulas de lipideos no citoplasma das células através da
coloragao de Sudan II. Ja a diferenciacdo em ostedcitos pode ser evidenciada através de

depositos de calcio corados pela coloragdo de von Kossa. Resultados semelhantes foram

observados para a amostra MSC2.

Figura 51. Diferenciacdo adipogénica e osteocitica das células mesenquimais da amostra MCSI1. (a) MSC
cultivada em meio de cultura controle, corada com Sudan II, aumento 100x, (b,c) MSC cultivada em meio indutor de
adipogénese, exibindo goticulas de lipideos no citoplasma das células coradas com Sudan II, aumento 100 e 630x,
respectivamente, (d) MSC cultivada na presenca de meio de cultura controle, coloragdo de von Kossa, aumento 100x, (e)
MSC cultivada na presenga de meio indutor de osteogénese, exibindo depdsitos de calcio evidenciados através da coloragdo

de Von Kossa, aumento 100x.
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4.2.4. Transplante das MSCs humanas em camundongos C57BL/6 diabéticos

Apos imunofenotipagem e caracterizagdo da multipotencialidade das MSCS, foram
realizadas duas infusdes de MSCs nos animais tratados com STZ via plexo orbital, sendo que
o periodo de tempo entre um transplante e outro foi de sete dias. A primeira infusdo foi feita
21 dias apos a ultima dose de STZ e foram injetadas em cada animal 0,5 x 10° células da
amostra MSCI1. A segunda infusdo foi realizada sete dias depois, ou seja, 28 dias apos a
ultima dose de STZ, e foram administradas 1 x 10° células /animal da amostra MSC2. As
médias das glicemias dos animais que receberam as MSCs (n=7) nestes periodos estdo
listadas na Tabela 17. O grupo controle recebeu as multiplas doses de STZ e no momento dos

transplantes eles receberam apenas infusdes de PBS+Pulmozyme (n=4).

Tabela 17. Glicemia dos camundongos (mg/dl) tratados com STZ que receberam as infusées de
MSCs (n=7) no periodo de 21 dias apés tratamento com STZ (primeira infusdo) e 28 dias apos
STZ (segunda infusiao).

Camundongo 21 déaTs Zapos 28 dlsztl? Zapos
1 417 383
2 369 388
3 505 383
4 457 348
5 511 426
6 307 411
7 335 411

4.2.4.1. Avaliacdo das taxas glicémicas dos camundongos apos infusdo MSCs

humanas

As taxas glicémicas dos animais foram monitoradas periodicamente, sendo que estas
foram medidas pela manha, na auséncia de jejum. De acordo com as Figuras 52 e 53 podemos
observar que nem todos os animais que receberam as infusdes de MSCs responderam ao
tratamento. Do total de sete animais que receberam as MSCs, cinco animais (71,42%) foram
capazes de reverter a hiperglicemia durante o intervalo de tempo analisado (animais
respondedores) e dois animais mantiveram altas taxas de glicose no sangue (28,58%, animais

nao respondedores).
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Com relagdo aos animais respondedores, podemos observar através da Tabela 18, que
a hiperglicemia foi diminuindo aos poucos, com muitas variacdes ao longo do tempo e so
alcangou valores considerados normais quatro meses apds a ultima infusdo (120 dias). Por
outro lado, os animais ndo respondendores niao foram capazes de apresentar niveis normais de
glicemia, mantendo-se hiperglicEmicos em todos os periodos analisados (Tabela 19).

Podemos notar através da Figura 54 que quatro meses apds o segundo transplante, foi
possivel observar diferencas significativas (p<<0,001) na glicemia dos animais respondedores
em comparacdo com os animais ndo respondedores e diabéticos. Por outro lado, ndo foi
possivel observar diferencas significativas entre a glicemia do grupo controle em relacdo a
dos animais ndo respondedores (p=0,174). No final do periodo analisado, os animais
respondedores apresentaram média de glicemia de 136,20 + 14,80 mg/dl, para os animais nao
respondedores essa média foi de 340,00 + 38,18 mg/dl e no grupo controle tratado somente

com PSB de 379,22 + 25,63 mg/dl (Tabela 20).
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Figura 52. Evolucdo das taxas glicémicas dos animais que responderam ao tratamento com as MSCs
(respondedores). Os animais recebram a primeira infusdo de MSCs (0,5 x 10° células) 21 dias ap6s a indugdo do diabetes e
a segunda infusdo (1 x10° células) foi realizada sete dias depois (28 dias apés indugdo). Cada linha representa a evolugdo da
glicemia de um individuo ao longo do tempo, sendo esta representada por mg de glicose por dl de sangue (mg/dl). (T1:

momento do primeiro transplante, T2: segundo transplante).

Tabela 18. Evolucdo da glicemia (mg/dl) dos animais que responderam ao tratamento com
MSC:s (respondedores, n=5).

Dias apoés
segundo 1 2 3 4 5
transplante

5 365 309 365 429 396
10 366 411 366 427 473
14 299 256 299 390 452
20 275 237 275 312 462
24 310 318 310 337 456
31 256 236 256 256 443
34 205 189 205 293 318
38 236 238 236 256 336
40 306 320 306 362 378
45 311 245 311 349 366
48 223 281 223 300 432
52 295 278 295 337 483
55 235 229 235 372 358
64 227 228 227 245 364
67 279 236 279 267 399
73 242 262 242 333 379
90 198 226 223 333 306
100 177 200 211 270 251
120 120 135 126 158 142
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Figura 53. Evolugio das taxas glicémicas dos animais que nio responderam ao tratamento com as MSCs

(nfio respondedores). Os animais recebram a primeira infusdo de MSCs (0,5 x 10° células) 21 dias ap6s a indugdo do

diabetes e a segunda infusdo (1 x10° células) foi realizada sete dias depois (28 dias apos indugdo). Cada linha representa a

evolucdo da glicemia de um individuo ao longo do tempo, sendo esta representada por mg de glicose por dl de sangue

(mg/dl). (T1: momento do primeiro transplante, T2: segundo transplante)

Tabela 19. Evolucio da glicemia (mg/dl) dos animais que nio responderam ao tratamento com
MSCs (nao respondedores, n=2).

Dias apos

segundo 6 7
transplante

5 411 411
10 378 399
14 379 387
20 312 234
24 313 396
31 293 305
34 319 225
38 442 460
40 443 440
45 282 367
48 376 425
52 355 370
55 360 460
64 347 286
67 343 360
73 337 355
90 394 273
100 370 290
120 367 313
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Figura 54. Evolucio da glicemia (mg/dl) dos animais diabéticos tratados ou ndo com MSCs. A glicemia dos
animais foi monitorada periodicamente, pela manhd, na auséncia de jejum. Cento e vinte dias apds o segundo transplante
(T2), os animais que responderam a terapia com as MSCs (animais respondedores, n=5) apresentaram niveis de glicose no
sangue inferiores aos observados nos animais que ndo responderam a terapia com as MSCs (animais nao respondedores, n=2)
¢ aos animais controles (diabéticos que receberam duas infusdes de PBS, n=4). Cada ponto no grafico representa a média da

glicemia de um determinado grupo de animais, em um dado periodo de tempo, com o respectivo desvio padrao. (* p<0,001).

Tabela 20. Glicemia dos camundongos tratados com STZ 120 dias apds a segunda infusdo de
MSCs ou PBS.

120 dias apo6s segunda
Grupo infusio
Controle (n=4) 37992 + 25.63

Respondedores (n=5) 136.20 + 14.80

Nao respondendores (n=2) 340,00 + 38,18

Os valores estio representados pela média + desvio padrio
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4.2.4.2. Teste tolerdncia a glicose

Com a finalidade de avaliarmos indiretamente os niveis de insulina circulante nos
animais que receberam ou ndo o transplante das MSCs, realizamos um teste de tolerancia a
glicose 115 dias ap6s segundo transplante. Desta forma, quatro grupos de animais foram
analisados: grupo de animais WT (selvagem, n=2), grupo de animais tratados com STZ e que
receberam as injecdes de PBS (diabéticos, n=2), grupo de animais respondedores a terapia
com MSCs (n=3) e o grupo dos animais que ndo responderam a terapia (n=2). Apds jejum de
10 horas, foi administrado na cavidade peritoneal 1,5 mg/g de glicose diluida em salina e a
glicemia foi monitorada antes da inje¢do de glicose, 15, 30, 60, 120 ¢ 180 minutos apo6s
(Figura 55).

Antes da administracdo da glicose, os animais WT apresentaram glicemia de 112,5 +
13,4 mg/dl, quinze minutos apds injecdo de glicose a glicemia subiu para 194,5 + 2,12 mg/dl
e ao final de trés horas a glicemia apresentava valores semelhantes ao do inicio do teste (86 +
25,45 mg/dl). Os animais diabéticos, tratados somente com PBS, apresentaram glicemia de
341 + 93,33 mg/dl no inicio do teste, quinze minutos apds administracdo da glicose a glicemia
foi para 521,5 + 61,51 mg/dl e apds trés horas os animais apresentaram glicemia maior do que
no inicio dos teste (539,5 + 17,67 mg/dl). J& os animais tratados com STZ que responderam
ao transplante das MSCs (animais respondedores) foram capazes de retornar a niveis de
glicose sanguinea semelhantes ao inicio do teste. Esses animais comecaram o teste com uma
glicemia de 163,6 + 26,80 mg/dl, apds quinze minutos a glicemia subiu para 426,6 + 13,6
mg/dl e apds 180 minutos a glicemia se restabeleceu em 146,6 + 27,0mg/dl. Por outro lado, os
animais nao respondedores apresentaram a curva de glicemia semelhante aos animais
diabéticos. No inicio do teste (jejum), a glicemia dos animais estava em torno de 379,5 +
27,5mg/dl, quinze minutos apds administragdo da solu¢do de glicose o nivel de glicose no
sangue subiu para 529,0 + 41,0mg/dl e ao final das trés horas a glicemia foi de 422,5 +
19,0mg/dl (Tabela 21).
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Figura 55. Teste de tolerincia a glicose. Apos jejum de 10 horas, foi administrado na cavidade peritoneal dos animais
1,5 mg/g de glicose diluida em salina e a glicemia foi monitorada antes da injecdo de glicose, 15, 30, 60, 120 e 180 minutos
apos. Os animais WT (camundongos C57/Bl6 selvagem), diabéticos (animais que receberam as multiplas doses de STZ e
duas doses de PBS), respondendores (animais que receberam as multiplas doses de STZ e que responderam a terapia com
MSCs) e ndo respondedores (animais que receberam as multiplas doses de STZ e que ndo responderam a terapia com MSCs)
foram avaliados 115 dias ap6s a ttlima infusdo PBS ou MSCs. Cada ponto no grafico representa a média da glicemia (mg/dl)

de um determinado grupo de animais com o respectivo desvio padrao.

Tabela 21. Evolucio das taxas glicemicas dos animais durante o teste de tolerancia a glicose.

antes 15’ 30 60’ 120" 180’

WT 112,5+ 13,4 194,5 +2,1 180 +41,0 112,0+16,9 89,5+20,5 86,0 +25,4
Diabéticos 341,0+933 521,5+61,5 560,5+558 46554360 536,5+36,0 539,5+17,6
Respondedores  163,6 +26,8 426,6 +13,6 411,6+41,5 3383 +35,6 236 +£35,6  146,6 £27,0

Nio
respondedores

379,5+27,5 529,0+41,0 590,5+13,4 482,5+24,7 386,5+10,6 422,5+19,0

Ap6s jejum de 10 horas, foi administrado na cavidade peritoneal dos animais 1,5 mg/g de glicose diluida em salina e a
glicemia foi monitorada antes da injecéo de glicose, 15, 30, 60, 120 e 180 minutos apos.
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4.2.4.3. Analises histologicas do pancreas dos animais tratados ou nao tratados com

MSCs.

Com a inten¢do de avaliarmos a morfologia e densidade das ilhotas pancreaticas dos
animais diabéticos que receberam ou ndo os transplantes com MSCs, realizamos analises
histologicas de por¢des do pancreas através da coloracdo de hematoxilina e eosina. Podemos
observar na Figura 56 que os animais que receberam e responderam ao tratamento com MSCs
apresentaram ilhotas pancreaticas maiores, mais numerosas € com morfologia tipica em

compara¢do aos animais que receberam apenas infusdes PBS (animais diabéticos).

Figura 56. Analises histologicas do pancreas dos animais tratados ou ndo com MSCs. Cento e vinte dias apos a

segunda infusdo de MSCs/PBS, o pancreas dos animais foi coletado, incluido em parafina, cortado a Sum, corado com
hematoxilina-cosina e visualizado em microscopio optico. (a,b) Ilhotas pancreaticas de animais diabéticos que receberam
duas inje¢des contendo somente PBS, aumento 100 e 400x, respectivamente; (c,d) Ilhotas pancreaticas de animais diabéticos

que responderam ao tratamento com MSCs, aumento 100 e 400x, respectivamente.
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4.2.4.4. Avaliacdo da massa de células beta produtoras de insulina

Uma vez que observamos reversao da hiperglicemia na maioria dos animais que
receberam as MSCs (71,42%) e paralelamente um aumento de tamanho e densidade das
ilhotas pancreéticas nestes animais, o proximo passo foi avaliar uma possivel regeneragdo de
células beta promovida pela terapia com MSCs. Desta forma, foram feitas analises de
imunofluorescéncia para detectar as células produtoras de insulina em segmentos do pancreas
de animais selvagens (WT), animais diabéticos (receberam apenas inje¢cdes contendo PBS),
animais respondedores ao transplante das MSCs e animais nao respondendores ao transplante.

Podemos observar através das Figuras 57a e 57b que nos animais WT a marcacdo para
insulina (vermelho) foi bem extensa e evidente, sugerindo a presenca de grande quantidade de
células beta produtoras de insulina. Por outro lado, ao analisarmos a marcag¢do nos animais
que receberam as multiplas doses de STZ e as infusdes contendo somente PBS (animais
diabéticos), poucas células produtoras de insulina foram detectadas, ou seja, poucas regides de
marcacao positiva para insulina foram observadas, sugerindo uma ampla destrui¢ao desse tipo
celular nas ilhotas pancreaticas (Figuras 57c¢ e 57b). Em contraste, os animais que
responderam a terapia com MSCs (animais respondedores) exibiram extensas areas
positivamente marcadas, sugerindo a presenca de uma massa de células beta produtoras de
insulina, muito semelhante, embora um pouco menos densa, aos animais selvagens (Figuras
58a e 58b). Aqueles animais que ndo responderam aos transplantes (animais nao
respondedores) apresentaram um perfil de marca¢do muito semelhante aos animais diabéticos,
nos quais foi possivel observar pouca marcagdo para insulina, sugerindo escassez das células
produtoras de insulina (Figuras 58c e 58d).

Através da quantificacdo da area marcada (positiva) para insulina, observamos
diferencas significativas na quantidade de insulina presente nas ilhotas dos animais que nao
receberam o tratamento com MSCs (diabéticos) em comparacdo com os animais tratados com
MSCs (Tabela 22). Observamos diferengas significativas (p<0,05) na porcentagem de
marcagdo nas ilhotas dos animais WT e respondedores em comparacdo aos animais que nao

receberam o tratamento com MSC (diabéticos).
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Tabela 22. Quantificaciio da area positiva para insulina nas ilhotas pancreaticas.

animais % area marcada (insulina)
WT 61,55+ 13,42
Diabéticos (PBS) 24,54 + 5,10
Respondedores 60,36 + 7,59
Nao respondedores 40,25 + 0,70

A marcagdo positiva (vermelha) foi quantificada pelo Software Imajel. Neste
programa, a area total da ilhota ¢ delimitada e a marcagdo positiva ¢
quantificada nessa regido. Os valores estdo respresentados como média da
porcentagem de marcagdo + desvio padrao.

4.2.4.5. Avaliacdo da massa de células alfa produtoras de glucagon

Analisamos também a massa de células alfa produtoras de glucagon em todos os
grupos de animais, uma vez que ¢ sabido que durante a progressao da destruicao das células
beta pancreaticas ha um aumento das células alfa como forma de substituicdo daquele tipo
celular que foi perdido. Através das Figuras 59a e 59b podemos observar que no animal WT
as células produtoras de glucagon se localizam na periferia das ilhotas e com a evolugdo do
diabetes (animais diabéticos) essas células passam a ocupar o interior da ilhota, alterando
desta forma seu padrdao de distribuicao (Figuras 59c¢ e 59d). No entanto, os animais que
receberam as MSCs e responderam a essa terapia exibiram um padrdo de distribui¢do das
células alfa muito semelhante aos animais WT, nos quais estas células localizaram-se,
preferencialmente, na regido periférica da ilhota (Figuras 60a e 60b). Por outro lado, aqueles
animais que ndo responderam a terapia, essas cé€lulas produtoras de glucagon apareceram
desorganizadas, distribuidas por toda a ilhota, assemelhando-se aos animais diabéticos que

foram tratados somente com PBS (Figuras 60c e 60d).
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Figura 57. Avaliacdo da massa de células beta produtoras de insulina de camundongos WT e diabéticos. O

pancreas dos animais foi coletado, congelado e cortado para realizagdo da técnica de imunofluorescéncia. Foi utilizado um
anticorpo rabbit anti-mouse anti-insulina (vermelho) e os ntcleos foram corados com DAPI (azul). (a,b) Ilhotas pancreaticas
de camundongos WT (selvagem) exibindo extensa marcagdo para insulina, refletindo a presenca de grande massa de células
beta produtoras de insulina, aumento de 100 e 400x, respectivamente. (c,d) Ilhotas pancreaticas de camundongos que
receberam as multiplas doses de STZ e duas infusdes de PBS (animais diabéticos) exibindo pouca marcag@o para insulina

como resultado da destruigdo intensa das células beta, aumento de 400x.
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Figura 58. Avaliacio da massa de células beta produtoras de insulina de camundongos respondedores e

nio respondedores a terapia com MSCs. Cento e vinte dias ap6s a segunda infusdo de MSCs, o pancreas dos animais
foi coletado, congelado e cortado para realizacdo da técnica de imunofluorescéncia. Foi utilizado um anticorpo rabbit anti-
mouse anti-insulina (vermelho) e os ntcleos foram corados com DAPI (azul). (a,b) Ilhotas pancreaticas de camundongos que
responderam ao tratamento com MSCs (animais respondedores) exibindo grande massa de células beta produtoras de insulina
provavelmente regenerada pelas MSCs, aumento de 100 e 400x, respectivamente. (c,d) Ilhotas pancreaticas de camundongos
que ndo responderam ao tratamento com MSCs (animais nio respondedores) exibindo pouca marcagdo para insulina como

resultado da destruig¢@o intensa das células beta, e auséncia de regeneragdo induzida pelas MSCs, aumento de 400x.
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Figura 59. Avaliacdo da massa de células alfa produtoras de glucagon de camundongos WT e diabéticos. O

pancreas dos animais foi coletado, congelado e cortado para realizagdo da técnica de imunofluorescéncia. Foi utilizado um
anticorpo rabbit anti-mouse anti-glucagon (vermelho), os nucleos foram corados com DAPI (azul) e visualizados sob
microscopio de fluorescéncia. (a,b) Ilhota pancreatica de camundongos WT (selvagem) exibindo localizagdo periférica das
células alfa produtoras de glucagon, aumento de 400x, (c,d) Ilhota pancreatica de camundongos que receberam as multiplas
doses de STZ e duas infusdes de PBS (animais diabéticos) exibindo marcagdo desorganizada para o glucagon, refletindo as

mudangas na arquitetura da ilhota ap6s destrui¢do das células beta, aumento de 100 e 400x, respectivamente.
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Figura 60. Avaliacio da massa de células alfa produtoras de glucagon respondedores e nio respondedores
a terapia com MSCs. Cento e vinte dias apds a segunda-infusdo de MSCs, o pancreas dos animais foi coletado, congelado
e cortado para realizacdo da técnica de imunofluorescéncia. Foi utilizado um anticorpo rabbit anti-mouse anti-glucagon
(vermelho), os nucleos foram corados com DAPI (azul) e visualizados sob microscopio de fluorescéncia. (a,b) Ilhotas
pancreaticas de camundongos que responderam ao tratamento com MSCs (animais respondedores) exibindo localizagao
periférica das células alfa produtoras de glucagon, aumento de 400x, (c,d) Ilhotas pancredticas de camundongos que nio

responderam ao tratamento com MSCs (animais ndo respondedores) exibindo marcacdo desorganizada para o glucagon,

refletindo as mudangas na arquitetura da ilhota ap6s destruigdo das células beta, aumento de 400x.
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5. Discussao

Viarias das alteragcdes imunologicas presentes no diabetes autoimune do tipo 1 em
humanos ou desenvolvidas de forma espontanea em camundongos diabéticos ndo obesos
(NOD), também s3o documentadas no diabetes experimental induzido por multiplas doses de
STZ em camundongos C57BL/6. Por isso, nds escolhemos este modelo de diabetes
quimicamente induzido que foi estabelecido hd mais de 30 anos atras, no qual é possivel
detectar o processo de insulite (inflamagao nas ilhotas pancreaticas) e hiperglicemia resultante
da destruicao seletiva de células B produtoras de insulina. Neste contexto, ¢ descrito que a
STZ produz uma lesdo inicial das células beta pancredticas e esse processo destrutivo é
amplificado pelas células do sistema imunologico, assemelhando-se desta forma da etiologia
autoimune do diabetes tipo 1 (Ezquer et al., 2009). O desenvolvimento da doenca ¢
dependente de linfécitos T, sendo que a hiperglicemia e a insulite ocorre cerca de uma a duas
semanas ap6és administragdo das doses de STZ (Holstad et al., 2001). A contribui¢do das
respostas imunes dependentes de células T na patogénese do diabetes induzido por multiplas
doses de STZ ¢ comprovada pelas seguintes observagoes: (1) as células T sdo requeridas na
inducdo do diabetes nesse modelo, uma vez que o estabelecimento da doenca ¢ inibido pela
administragdo de anticorpos anti-CD3 ou pode ser induzida através da transferéncia adotiva
de esplendcitos derivados de animais; (2) a suscetibilidade do diabetes por STZ foi aumentada
em modelo transgénico de camundongos que super expressava a molécula CD80 nas ilhotas
pancreaticas; (3) a STZ induz linfoprolifera¢do in vivo dependente de células T e expressdo
transiente de antigenos complexados a moléculas de MHC-II; (4) a STZ estimula a secregdo
sistémica de IFN-y por linfocitos T; (5) e em modelo ex vivo a STZ aumenta a expressdo dos
genes do IFN-y, TNF-a e IL-4 em tecidos pancredticos de camundongos C57BL/6 machos
susceptiveis quando comparados aqueles nao tratados com STZ (revisado por Muller et al.,
2002). No entanto, ainda ndo esta totalmente elucidado os possiveis mecanismos
imunolodgicos associados a progressao da doenga neste modelo, principalmente no que se diz
respeito a populacdo de células T reguladoras e células T produtoras de IL-17. Neste sentido,
um dos objetivos princiapais do nosso trabalho foi estudar o papel dessas populagdes
celulares no desenvolvimento do diabetes experimental.

Desta forma, na primeira etapa do nosso trabalho padronizamos o modelo de diabetes
quimicamente induzido por multiplas doses de STZ e posteriormente avaliamos as alteracdes

morfologicas e imunoldgicas durante a evolugdo do diabetes experimental.
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Apos administracdo intraperitoneal de cinco doses diarias e consecutivas de STZ (40
mg/kg) em camundongos machos C57BL/6 (6-8 semanas), observamos um aumento das taxas
de glicose sanguinea que atingiram niveis considerados elevados dez dias apds a indugdo da
doenga. J4 ¢ bem estabelecido na literatura que niveis de glicose acima de 250 mg/dl no
sangue de camundongos decorrem de um processo de deficiéncia da producdo de insulina no
organismo. Desta forma, nossos animais atingiram niveis superiores a esse limite onze dias
apods o tratamento com a droga (301 + 105,34 mg/dl) e, a partir desse momento, os animais se
mostraram hiperglicémicos por todo periodo de tempo analisado (110 dias). Por outro lado, os
animais que receberam somente o veiculo (tampdo citrato de sédio) ndo apresentaram
alteragdes na concentracao de glicose sanguinea.

Para anélise de alguns pardmetros morfoldgicos e imunoldgicos, os animais foram
mortos e as amostras coletadas nos periodos de 6, 11, 18, 25 dias apos o tratamento com STZ
Inicialmente acompanhamos, através de analises histopatologicas, as alteragdes que ocorreram
no pancreas endocrino no decorrer da doenga, ou seja, as fases do processo inflamatério e
destrui¢do de células beta produtoras de insulina. Seis dias apo6s a indugdo do diabetes, foi
possivel observar o inicio do processo inflamatério nas ilhotas pancreaticas caracterizado
como peri-insulite e insulite. Nos dois periodos seguintes analisados (11 e 18 dias)
observamos agravamento do processo de insulite, que provavelmente contribuiu para
amplificar a destrui¢do das células beta iniciadas pela STZ. Apds 25 dias do tratamento com
STZ, ndo observamos a presenca de inflamacao nas ilhotas dos camundongos diabéticos, mas
um acentuado comprometimento das ilhotas pancredticas, as quais mostraram-se com
morfologia atipica (estreladas) e com tamanho reduzido. Nossas observagdes acerca da
cinética do processo inflamatdrio nas ilhotas pancredticas estdo de acordo com alguns dados
da literatura. Li e colaboradores (2000) mostraram um aumento progressivo de células
mononucleares infiltradas nas ilhotas apds administracdo de multiplas doses de STZ em
camundongos C57BL/6. Cinco dias apds a indugdo da doenca foi possivel visualizar um
grande numero dessas células no interior das ilhotas, sendo que o pico do influxo de células
inflamatorias nas ilhotas pancredticas foi evidenciado no 9° dia. A partir desse periodo (16
dias apos STZ), houve um declinio do processo inflamatorio nas ilhotas pancredticas com
subseqiiente resolucao da inflamagao (23 dias apds STZ) (Li et al.,, 2000). Em estudos
conduzidos por Fukuda e colaboradores (2008) foi caracterizado algumas fases da progressao
do diabetes induzido por STZ em camundongos C57BL/6, sendo que um dia apds o término
do tratamento com STZ foi constatado o pico da apoptose das células beta, 11 dias apés STZ

foi o indice maximo do infiltrado leucocitaria nas ilhotas pancreaticas e 23 dias apos STZ
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caracterizou-se pela perda massiva das células beta produtoras de insulina (Fukuda et al.,
2008).

Em nosso estudo, a massa de células beta pancreaticas produtoras de insulina foi
avaliada através de duas metodologias distintas, sendo que a primeira utilizada foi a coloragao
de aldeido-fucsina (coloragdo de Gomori’'s) relatada no artigo de Peterson e colaboradores
(1994) como uma coloragao para detec¢do da insulina e a segunda foi a técnica de
imunohistoquimica (streptavidina-peroxidase) utilizando-se um anticorpo anti-insulina. As
duas metodologias evidenciaram uma perda progressiva da massa de células beta,
correlacionando com o grau de inflamagdo das ilhotas, uma vez que em todos os periodos
analisados os animais que receberam as doses de STZ apresentaram uma marcagdao para
insulina muito menor do que aquela observada nos animais controles. A literatura nos mostra
que no diabetes do tipo 1 a principal causa da destruicdo celular ¢ a apoptose. Um dos
principais agentes efetores indutores de apoptose das células beta no diabetes sao os linfocitos
T citotoxicos (CD8"), os quais sdo capazes de danificar as células betas que expressam
antigenos proprios através da secre¢do de perforina e granzima. Um aspecto interessante ¢ que
na auséncia de perforina, a via Fas/FasL ¢ responsavel pela morte das células beta, sendo que
a expressdao da molécula Fas na superficie das células beta ¢ aumentada na presenca de IFN-y
e TNF-o. Estas citocinas sdo secretadas por células T citotoxicas, células T CD4" e por
macrofagos e interagem com receptores presentes nas células beta, atuando como fatores
extrinsecos na inducdo da morte dessas células (Gysemans et al., 2008). Adicionalmente, as
células T CD4" ativadas nos linfonodos pancreaticos migram para o pancreas, ativam e
recrutam outras células inflamatdrias causando um processo de inflamagao denominado como
insulite. Esta fase de destruicdo de células beta ¢ mediada por citocinas (como IL-13 e TNF-
a) que desencadeiam uma sinalizagdo pro-apoptotica nestas células ou a indugdo da expressao
da molécula CD95 que ao interagir com o CD95L expresso nos linfocitos T culmina na
apoptose dessas células (Roncarolo & Battaglia., 2007). Os macrofagos também contribuem
de forma intensa para a destruicao da massa de células beta, uma vez que eles sdo as primeiras
células a infiltrarem nas ilhotas pancredticas e produzirem fatores soltiveis (radicais livres de
oxigénio, IL-1B, TNF-a, IFN-y) altamente toxicos as células beta (Yoon & Jun, 2001).

Com relagdo as células alfa produtoras de glucagon, observamos um aumento da
massa dessas células durante a progressdo do diabetes induzido por STZ. Aparentemente
nenhuma alteracdo pode ser verificada até o periodo de 11 dias apds o tratamento com a
droga, no qual as células alfa se localizavam na periferia da ilhota e em quantidade

semelhante aos animais controles. Por outro lado, nos periodos de 18 e 25 dias apds a indugao

140



Discussdo

do diabetes foi possivel observar uma maior densidade dessas células e uma localizagao mais
interna (central) nas ilhotas, muito diferente dos animais controles. Sabe-se que a secreg¢ao de
glucagon ¢ anormal em pacientes acometidos com o diabetes tipo 1, e alguns estudos relatam
um aumento no numero das células alfa das ilhotas pancredticas desses individuos. Li e
colaboradores (2000) mostraram a expansdo das células alfa no modelo de diabetes induzido
por multiplas doses de STZ. Neste trabalho, no periodo de 9 dias ap6s indugdo do diabetes ja
foi possivel observar células alfa no interior das ilhotas, sendo que no 16° dia o numero de
células alfa por ilhota aumentou consideravelmente em relagdo aos controles (aumento 2-3
vezes). Os autores observaram também a presenca de células alfa no epitélio dos ductos
pancreaticos, sugerindo uma diferenciacdo de células progenitoras em novas células
produtoras de glucagon (Li et al., 2000). Resultados semelhantes puderam ser observados em
estudo de O'Reilley (1997), no qual a formagdo de novas células alfa a partir de progenitores
foi vista no ducto pancreatico de camundongos NODs em resposta a perda de massa de
células beta e consequente deficiéncia da producao de insulina (O'Reilley et al., 1997). As
células alfa podem ser geradas através da diferenciagcdo de células progenitoras presentes nos
ductos pancreéticos ou através da replicacdo de células alfa presentes nas ilhotas. Vale a pena
ressaltar que as células alfa passam a ocupar a regido central da ilhota em virtude da morte e
desaparecimento das células beta que antes ocupavam esta regido (Li et al., 2000).

Com a finalidade de avaliarmos as possiveis alteracdes imunoldgicas no diabetes
experimental induzido por STZ e que de alguma forma contribuiram para a progressdao da
doenga, principalmente no que se refere a populagdo de células T reguladoras e células T
produtoras de IL-17, realizamos uma imunofenotipagem de algumas populagdes de células
nos bacgo (sist€émico) e nos linfonodos pancreaticos (local) dos animais tratados com STZ em
diferentes estdgios da doenca. Inicialmente, analisamos as populacdes de células T
CD3'CD4" (linfécitos T helper ou auxiliares), células TCD3"CD8" (linfécitos T citotoxicos),
células CDI1b'CDI1c” (macréfagos), células CD11b'CD11c¢’/CD11b°CD11c” (células
dendriticas). As populagdes de macrofagos e células dendriticas ndo se alteraram durante a
evolucdo do diabetes, uma vez que a porcentagem dessas células ndo diferiu nos animais
tratados com STZ e animais controles. No periodo de 6 dias apds a administragdo das
multiplas doses de STZ, os animais que receberam a droga apresentaram uma maior
porcentagem de células T CD3°CD4" e T CD3'CD8" no bago em relagio aos animais que nio
receberam o tratamento com STZ. No entanto, nos demais periodos analisados (11, 18 e 25
dias apds STZ), a porcentagem dessas células permaneceu semelhante em ambos os grupos

estudados. Desta forma, podemos sugerir que nos periodos iniciais de desenvolvimento da
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doenca (cerca de 6 dias apds administracdo de STZ) alguns antigenos liberados pelas células
beta presentes nas ilhotas pancreaticas decorrente da toxicidade da STZ possivelmente cairam
na corrente sanguinea e alcangaram o bago, gerando uma expansao e proliferacao de linfécitos
T CD4" ¢ T CDS8" especificos para aqueles antigenos. No estudo de Zou e colaboradores
(2008), os linfocitos T CD4 isolados do bago de camundongos Balb/c tratados com multiplas
doses de STZ possuiram taxa de proliferacio maior do que as células isoladas de
camundongos controles (ndo tratados), e o sobrenadante da cultura dessas células
apresentaram altas concentragdes de IFN-y e IL-2 em comparagdo aos controles (Zou et al.,
2008). No diabetes tipo 1, as células T CD4" apés expansdo clonal, passam a expressar
moléculas de adesdo, como ICAM-1 e LFA-1, bem como receptores de quimiocina, como
CCR4, CCRS5 e CXCR3, que permitem que as células efetoras migrem para as ilhotas
pancredticas, dirigidas por um gradiente de quimiocinas e por fatores liberados pelas células
da imunidade presentes no sitio inflamatério (Roncarolo & Battaglia., 2007).

Infelizmente, nao foi possivel avaliar essas mesmas populacdes celulares nos
linfonodos pancredticos dos animais, uma vez que a quantidade de células obtidas foi
insuficiente para realizarmos todas as marcagdes desejadas. Uma possibilidade seria analisar
essas células dentro da marcacio de células T CD3'CD4" e T CD3'CD8" produtoras de IL-
17, mas essas cé€lulas ja haviam sido ativadas para detectarmos os niveis de IL-17, e apos o
processo de ativagdo ocorre uma diminui¢do da expressdo dos receptores CD4 e CDS8 na
superficie e desta forma estariamos subestimando o valor real da porcentagem dessas células.

A identificagdo de um marcador especifico para definir a populagdo de células T
reguladoras (Tregs) tem despertado muito interesse para a descoberta de algumas populagdes
de células T CD4" que podem prevenir doengas autoimunes, inflamatorias, alergias,
infecgdes, tumores ateou mesmo induzir tolerancia a transplantes. Uma ampla variedade de
marcadores de células Tregs vem sendo utilizados, entre eles estdo: CD25, CTLA-4, GITR,
LAG-3, CDI127 e Foxp3. No entanto, muitas evidéncias t€ém sido acumuladas sugerindo que
estes marcadores ndo sdo unicos e exclusivos de células Tregs (Corthay, 2009). Para muitos
pesquisadores, as células T reguladoras sdo sinonimos de células T CD4'CD25", uma vez que
ao molécula CD25 (cadeia a do receptor IL-2) ¢ essencial no desenvolvimento ¢ fungdo das
células Tregs. Entretanto, ja foi mostrado por diversos trabalhos que todas as células T
passam a expressar a molécula CD25 apds ativagdo e que em muitas situagdes as células T
CD4'CD25 podem controlar a doengas mediadas linfécitos T, atuando com células
reguladoras (revisado Ono et al,. 2006). O CTLA-4 ¢ um regulador negativo da ativagdo de

células T, o qual é regulado positivamente em todas as células T CD4" e CD8" cerca de dois a
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trés dias apoOs ativagcdo. Similarmente, a expressao do GITR, PD-1 e LAG-3 ¢ também
induzida apos ativagdo. Nao obstante, as células que expressam baixos niveis de CD127
(Tregs CD127"%) teriam a capacidade de atuar como células reguladoras, porém ja foi
reportado que a maioria das células T CD4 ativadas regulam negativamente a expressdo do
CD127. Com relagdo ao Foxp3, ja é bem documentado que a maioria das células T CD4 e
CD8 humanas expressam de forma transitdria este fator de transcrigdo apos ativagao (Corthay,
2009).

Tendo em vista a ampla heterogeneidade de possiveis marcadores para identificacio
das células T reguladoras, caracterizamos em nosso trabalho a populagdo de células T
CD4'CD25", células T CD4'CD25" que expressavam as moléculas reguladoras CTLA-4,
GITR e PD-1 e as células T CD4'CD25" positivas para o fator de transcrigio Foxp3 presentes
no baco dos animais. Além disso, todas as andalises foram feitas para a populacdo de células T
CD4 que expressavam altos niveis de CD25 na superficie (CD25hi), umas vez que muitos
autores relatam a alta expressdo dessa molécula na identificacdo das células T reguladoras
(Roncarolo & Battaglia., 2007, Knip & Siljander., 2008). Nos linfonodos pancreaticos, em
virtude do limitado numero de células disponiveis, estudamos apenas as células T
CD4'CD25", T CD4'CD25" ¢ aquelas positivas para o fator de transcricdo Foxp3.

Com relagdo & populacdo de células T CD4'CD25" ¢ T CD4'CD25" presentes no bago
dos animais controles e tratados com STZ, ndo observamos diferencas significativas na
quantidade dessas células em todos os periodos analisados. Observamos que os periodos de 6
e 11 dias, houve uma diminui¢do da porcentagem de células T CD4'CD25" e células T
CD4'CD25" que expressavam as moléculas reguladoras CTLA-4, GITR, PD-1 no bago dos
animais tratados com STZ em rela¢do aos ndo tratados. Além da reducdo da porcentagem
dessas células, 6 dias apds a administragdo de STZ, verificamos quantidades inferiores dessas
moléculas na superficie das células T CD4'CD25" e células T CD4'CD25™ dos animais
diabéticos em comparacao aos animais controles. Por outro lado, nos periodos mais tardios da
doenca (18 e 25 dias apds indugdo diabetes) esse perfil de expressdo das moléculas foi
invertido, uma vez que os animais diabéticos apresentaram maior expressdo de CTLA-4,
GITR e PD-1 na superficie das células T CD4'CD25 ¢ T CD4"CD25" do bago em relagdo
aos animais controles. Essas observagdes podem ser explicadas pelas funcdes que essas
moléculas exercem quando expressas nas células T reguladoras durante uma resposta imune, a
fim de estabelecer um estado de homeostasia do sistema imunologico.

A supressdo via CTLA-4 tem sido descrita como um dos possiveis mecanismos chave

~ . ’ . . , + .
na supressao mediada por células T reguladoras. Primeiramente, as células Tregs Foxp3', seja
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natural ou induzida na periferia, expressam constitutivamente a molécula de CTLA-4.
Segundo, camundongos deficientes de CTLA-4 nas células T ou mais precisamente nas
células Foxp  desenvolvem espontaneamente doencas inflamatorias/autoimunes com
linfoproliferacdo semelhante aquelas causadas pela deplecdo de células Tregs ou deficiéncia
de Foxp3. Terceiro, o fator de transcricdo Foxp3, juntamente com outros fatores, mantém a
alta expressio do CTLA-4 nas células Tregs Foxp3', atuando como um fator regulador na
expressdo de CTLA-4 (revisado por Sakaguchi et al., 2009). A presen¢a das moléculas CD80
e CDS86 ¢é essencial na supressio mediada por células CD25" in vitro, sendo que sua auséncia
nas cé¢lulas T efetoras resulta em uma redugdo notavel da atividade supressora exercida pelas
Tregs. A ligacdo do CD80/CD86 presentes na superficie das células T efetoras com a
molécula CTLA-4 presente nas células supressoras desencadeia sinais inibitdrios nas células
efetoras. As moléculas de CTLA-4 presentes nas células reguladoras podem também interagir
com o CD80 e CD86 presentes nas células dendriticas, resultando na ativagdo da IDO, que
culmina na diminui¢do da ativagdo das células T efetoras (revisado por von Boehmer, 2005).
A molécula GITR (glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor) tanto
humana quanto murina, ¢ expressa em niveis basais em células T naive, sendo que as células
T CD4" expressam niveis maiores de GITR do que as células T CDS8". Esta molécula é
expressa constitutivamente na superficie de células T reguladoras (Tregs), mas sua expressao
também ¢ induzida apds ativagdo. O ligante da molécula GITR, o GITRL, ¢ expresso em
macrofagos, células dendriticas imaturas e maduras além de linfécitos B. (Nocentini &
Riccardi, 2005). Tendo em vista a alta expressio do GITR nas células T reguladoras
CD4+CD25+, muitos autores consideravam essa molécula como um possivel marcador
fenotipico para as células Tregs. No entanto, este conceito tem sido invalidado, uma vez que o
GITR pode ter sua expressao aumentada em células T ativadas, pode ser expresso tanto em
células T CD25" e CD25". Além disso, muitos estudos mostraram que o GITR parece nio
estar envolvido diretamente com a capacidade supressora das Tregs (Nocentini et al, 2007). A
expressdo da molécula GITR e do seu ligante GITRL parece ser um evento regulado tanto in
Vvitro quanto in vivo durante o processo de ativagdo dos linfocitos T. Embora o GITR seja
constitutivamente expresso em altos niveis nas células Tregs (CD4'CD25"), a expressdo do
GITR e do GITRL ¢ aumentada rapidamente apo6s estimulagdo do TCR das células T
respondedoras (naive) e células apresentadoras de antigenos (APCs). A interacdo do GITR
expresso nas células T respondedoras com o GITRL nas APCs durante o inicio da resposta
imune pode aumentar a sobrevivéncia das células T, a produgdo de IL-2, diferenciacdo em

linfécitos T efetores e resisténcia aos mecanismos supressores das Tregs. Com a progressao
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da resposta imune, as células Tregs podem interagir com o GITRL expresso nas APCs. Na
presenca de IL-2, produzida inicialmente pelos linfocitos ativados, a sinalizagdo via GITR
pode levar a uma expansdo ndo especifica e ativagao das células Tregs. Com a finalizagdo da
resposta, a expressdo do GITR e GITRL diminui rapidamente nas células T efetoras e APCs,
enquanto que simultaneamente a expressao do GITR é aumentada na superficie das Tregs
(revisado por Shevach & Stephens, 2006). Alguns estudos indicam que a expressao da
molécula GITR ¢ regulada pelo fator de transcricdo Foxp3, uma vez que a regulagdo negativa
da expressdo de Foxp3 em células humanas Trl leva a uma perda da capacidade supressora e
diminui¢do da expressdo de GITR, mas ndao da molécula CD25 (Veldman et al., 2006). A
funcdo do GITR expresso nas células T reguladoras ainda ¢ uma questdo polémica. O GITR
pode tanto estimular quanto inibir a atividade supressora dessas células. Alguns estudos, tanto
IN Vivo quanto in Vvitro, sugerem que a sinalizagdo via GITR inibe a fungdo das células Tregs.
Em estudo de Shimizu e colaboradores (2002) os pesquisadores demonstraram que a
utilizacao de um agonista do GITR gerou uma quebra na tolerancia imunologica em virtude
da inibicdo da atividade das Tregs. Portanto, a maioria dos estudos indicam que a sinaliza¢do
via GITR nas células Tregs inibe as fungdes supressoras dessas células (Shimizu et al., 2002).

A molécula PD-1 (programmed death-1) ¢ uma proteina transmembrana similar ao
CTLA-4, mas ndo se liga a0 CD80 nem ao CD86. O PD-1 ndo ¢é expresso em células naive
CD4, CDS8 ou células mieldides, somente células T ativadas. Os ligantes do PD-1 sdo PD-L1 e
PD-L2, os quais sdo membros da familia de receptores B7. Enquanto que o PD-L1 ¢
constitutivamente expresso em linfocitos T e B, macréfagos e células T CD4°CD25", o PD-
L2 tem sua expressao induzida apenas em células dendriticas e macréfagos, apds estimulagao
com citocinas. A interagdo PD-1 — PD-L1 inibe a proliferagio de linfocitos T CD4" e a
producdo de citocinas (Lehner, 2008). Tendo em vista o papel regulador destas moléculas
estudadas, podemos pressupor que houve o aumento da expressao de PD-1 em células T
reguladoras no final da progressdao da doenca (18 e 25 dias apos STZ) na tentativa de
controlar ou minimizar a resposta imune iniciada pela administracdo das multiplas doses de
STZ.

O fator de transcricdo Foxp3 tem sido considerado o marcador mais caracteristico das
células T reguladoras. A expressao do Foxp3 ¢, na sua maioria, restrita as células Taf}, sendo
praticamente indetectdvel nos linfocito B, células Tyo, células NK, macrofagos e células
dendriticas. A expressio do Foxp3 é muito maior nas células T CD4" em comparagio com as
células T CD8". No baco e linfonodos de camundongos, a maioria das células T CD4'CD25"

expressam o fator Foxp3, mas ha também uma pequena populagio de células CD4" Foxp3"
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que ndo expressa a molécula CD25. Apesar do Foxp3 ser considerado o “regulador maximo™
das células T reguladoras, tem sido proposto que a real fun¢ao deste fator de transcri¢ao seria
de amplificar e determinar caracteristicas moleculares pré-estabelecidas das células Tregs. A
expressao continua de Foxp3 tem sido reportada como essencial para estabilizar modifica¢des
epigenéticas, como por exemplo a demetilacdo, para permitir o desenvolvimento de uma
linhagem de células T reguladoras permanente. (Corthay, 2009).

Com relagio as células T CD4'CD25" e T CD4'CD25™ positivas para o fator de
transcri¢do Foxp3, ndo observamos diferengas significativas na quantidade dessas células no
baco de ambos os grupos de animais estudados. No entanto, a expressdo do Foxp3 mostrou-se
diminuida nas células provenientes do baco dos animais tratados com STZ nos dois primeiros
estagios analisados (6 e 11 dias apds STZ). Essa diminuicdo da expressdo do Foxp3 pode
estar associada com a baixa expressdo observada nos mesmos periodos de CTLA-4 e GITR
nas células dos animais tratados com STZ, uma vez que o Foxp3 parece regular a expressao
dessas duas moléculas nas células T reguladoras (Sakaguchi & Yamaguchi, 2009)

Paralelamente, também quantificamos as populagdes de células T reguladoras
(CD4"CD25" Foxp3") e células produtoras de IL-17 nos linfonodos pancreaticos dos animais
ou nao tratados com STZ para avaliarmos as possiveis alteragdes locais que ocorrem durante a
progressao da doenca. Existem trabalhos na literatura que mostraram que células T
reguladoras especificas acumulam-se nos linfonodos drenantes bem como no sitio
inflamatorio ap6s imunizagdo ou em resposta a inflamacgao tecidual (revisado por McGeachy
et al., 2005). Em nosso estudo, observamos que somente no periodo de 6 dias ap6s a indugao
do diabetes os animais tratados com STZ apresentaram maior quantidade de células T
reguladoras (CD4'CD25" e CD4'CD25" positivas para Foxp3) nos linfonodos pancreaticos
em relagdo aos controles, sendo que nos demais periodos a freqiiéncia dessas células manteve-
se inalterada. No entanto, nos periodos posteriores (11 a 18 dias apdés STZ), os animais
diabéticos desenvolveram intenso processo inflamatério, sugerindo que a auséncia do
acimulo e/ou atividade supressora destas células estaria contribuindo para a progressdo e
severidade do diabetes do tipo 1. Uma das explicagdes plausiveis para nossas observagoes
envolve a capacidade de certas citocinas em inibir a funcdo das Tregs. Apesar de serem
controversos os resultados na literatura, alguns trabalhos relatam a capacidade de algumas
citocinas como IL-15, IL-18, IL-21, IL-4, IL-7, IL-6 e TNF-o em bloquearem a supressao por
parte das Tregs (revisado por Walker, 2009). Korn e colaboradores mostraram em 2007 que
células T reguladoras (CD4" Foxp3") isoladas no sistema nervoso central de animais com

EAE foram incapazes de suprimir a proliferacdo de linfécitos T efetores autorreativos
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produtores de IL-6 ¢ TNF- a (Korn et al., 2007). A IL-6 ¢ geralmente produzida por células
do sistema imune inato na presenca de componentes bacterianos ou agentes infecciosos, mas
no contexto da autoimunidade as proprias células T patogénicas podem ser a fonte desta
citocina. Desta forma, os autores sugerem que para que as células Tregs atuem de maneira
eficiente em limitar a autoimunidade em um determinado 6rgdo, € necessario que a
inflamacao tecidual seja previamente controlada (Korn et al, 2007). Outra questao interessante
¢ que a citocina IL-17 pode aumentar a produgdo de IL-6 e TNF- a por diversas células,
induzindo de forma indireta a inibicdo da fun¢do das células T reguladoras (revisado por
Kolls et al., 2004, Korn et al., 2007). Neste sentido, em nosso trabalho, observamos também
um aumento de IL-6 e TNF-a no homogenato pancreatico dos animais tratados com STZ, que
poderiam atuar na inibicdo da atividade das Tregs, favorecendo a progressdo do processo
inflamatorio e consequente destrui¢do das células beta pancredticas. Além disso, observamos
um aumento na quantidade das células T produtoras de IL-17 nos linfonodos pancreaticos,
que poderiam levar um aumento da producgdo de IL-6 ¢ TNF- a, contribuindo ainda mais para
o desenvolvimento da doenca. Neste mesmo trabalho de Korn e colaboradores, os autores
comentam que apos a fase inflamatoria da EAE, a populagdo de células T efetoras se tornou
suscetivel a regulagdo pelas Tregs, e que esta resposta foi acompanhada por uma redugdo de
IL-6 e TNF-a nesta fase da doenga. Estas observagdes suportam a idéia de que ap6s declinio
dos niveis de IL-17, a producdo e IL-6 e TNF-a diminui drasticamente, resultando na
atividade supressora das Tregs (Korn et al, 2007). Em nosso estudo, observamos um aumento
das células produtoras de IL-17 somente no inicio do desenvolvimento da doenga, e
paralelamente os niveis aumentados de IL-6 ¢ TNF- a, que com o passar do tempo se
mostraram em quantidades semelhantes aos animais controles (sauddveis), permitindo desta
forma a regulagio e finalizagdo da resposta imune por parte das células Tregs. E possivel que
a funcdo das células Tregs seja normal durante as doengas autoimunes, mas que a inflamagao
cronica envolvida nos sitios de lesdo autoimune possa superar e restringir a funcao das células
Tregs em controlar a resposta imune (Bettini & Vignali, 2009). Outro dado interessante ¢ que
em nosso trabalho encontramos tanto a populag@o de células T produtoras de IL-17 quanto a
populacdo de células T reguladoras Foxp3 aumentadas nos linfonodos pancreaticos dos
animais tratados com STZ seis dias apds inducao da doenga. Esse fato pode ser explicado
pelas observacdes de Stummvoll e colaboradores (2008), entre as quais que células Th17 sdo
mais resistentes a supressdo pelas Tregs em comparagdo as células Thl e Th2. No entanto, as
bases moleculares para esse fendmeno ainda ndo estdo esclarecidas (Stummvoll e

colaboradores, 2010). Desta forma, em nosso trabalho, o aumento observado na populagao de
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células Th17 pode ser explicado por uma maior resisténcia dessas cé€lulas a atividade inibidora
das Tregs.

Ha diversos trabalhos na literatura que mostram a participagdo das células produtoras
de IL-17, principalmente as células Th17 (linfocitos T CD4" produtores de IL-17) na
patogénese de diversas doencas autoimunes como esclerose multipla, artrite reumatodide,
doenca inflamatoria intestinal e lapus eritematoso que anteriormente imaginava-se ser
causada por células do padrdo Thl (revisado por Korn et al., 2009). No entanto, pouco se sabe
sobre a participagdo dessas células Th17 no desenvolvimento do diabetes, e por essa razao
investigamos a alteracdo do nimero e possivel papel dessas células produtoras de IL-17 em
nosso modelo experimental de diabetes quimicamente induzido. Com relagdao as células T
produtoras de IL-17, tanto CD4" como CDS8", estas estiveram em freqiiéncias semelhantes no
baco dos animais tratados com STZ e controles, sugerindo, desta forma, que em nosso modelo
ndo tivemos nenhuma alteragdo sistémica para esse tipo celular. No entanto, nos linfonodos
pancreaticos, observamos um aumento na frequéncia dessas células no periodo inicial de
desenvolvimento da doenca (6 dias apds STZ), mas este evento foi restabelecido com o passar
do tempo. No entanto, apesar do aumento nos linfonodos pancredticos, ndo observamos
alteracdes nos niveis de IL-17 no homogenato pancreatico, somente de IL-6, TNF-a e IFN-y,
sugerindo que estas células ndo estdo envolvidas diretamente da destrui¢do das células beta
pancreaticas, mas que devem ficar preferencialmente retidas nos linfonodos pancreéticos
dirigindo e amplificando a resposta imune de padrao Thl.

Neste contexto, Emmanuelle e colaboradores, em 2009, descreveram que as células
Th17 regulam o desenvolvimento do diabetes em camundongos NODs. Neste estudo, a
inibi¢do das células Thl7, seja pela neutralizacdo da IL-17 (anticorpo anti-IL-17) ou pela
utilizagcdo da IL-25 recombinante, impediu o desenvolvimento da doenga, sugerindo dessa
forma um papel central das células Th17 na patogénese do diabetes autoimune em
camundongos NODs. Entretanto, este estudo mostrou que as células Th17 ndo contribuem
para iniciar o processo autoimune, mas participam preferencialmente na fase efetora da
doenca, de forma a amplificar o processo iniciado por outras células do sistema imunoldgico.
Outra observagdo importante foi que as células Th17 estavam presentes em baixa freqliéncia
no processo de insulite, sugerindo que estas células ndo participam diretamente da destrui¢ao
das células B presentes nas ilhotas pancreaticas e ao invés disso, permanecem nos Orgaos
linféides secundarios a fim de direcionar e aumentar a resposta imune contra as células 3
pancreaticas (Emmanuelle et al., 2009). Em outro estudo, Martin-Orozco e colaboradores
diferenciaram in vitro células T de bago e linfonodos de camundongos com TCR transgénico
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(BDC2.5) em cé¢lulas Th17 e as transferiram para animais NOD.scid e NOD neonatos.
Camundongos NOD.scid desenvolveram diabetes rapidamente e apresentaram intensa
inflamagdo e destruicdo das ilhotas, enquanto que a maioria dos camundongos NODs
neonatos ndo desenvolveram a doenca, apesar de apresentarem insulite extensa. Um resultado
muito interessante foi que as células BDC2.5" recuperadas dos camundongos NOD.scid, ao
contrario daquelas recuperadas dos NODs, expressavam maiores quantidades de IFN-y do que
IL-17, indicando que aquelas células Th17 se diferenciaram em células Thl no recipiente
linfopénico e estas foram responsaveis pelo desenvolvimento e severidade da doenga (Martin-
Orozco et al., 2009). De forma similar, Bending e colaboradores mostraram que células Th17
altamente purificadas e isoladas de camundongos BDC2.5 promoveram a indug¢do e o
desenvolvimento do diabetes quando transplantadas em camundongos NOD.scid apés se
converteram em células produtoras de [IFN-y . O tratamento desses animais com anticorpo que
bloqueia a IL-17 ndo surtiu nenhum efeito, enfatizando o papel do IFN-y e das células Thl na
patogenicidade da doenga. Esses dados sugerem um potencial de plasticidade das células
Th17, pois mesmo ap6s diferenciagdo, estas tiveram a capacidade de se converterem em outro
subtipo celular (Th1) (Bending et al., 2009).

De acordo com os trabalhos mostrados na literatura e com base nos resultados obtidos
no presente estudo podemos sugerir que no diabetes, ao contrario de outros modelos de
doencas autoimunes, a destruicdo dos células alvo (células beta pancredticas) estd
correlacionado com um padrao de resposta Thl, ao invés de Thl7, e que essas células
produtoras de IL-17 estariam preferencialmente empregadas no direcionamento das células do
sistema imune e amplificagdo da resposta por células Thl no o6rgao alvo. Para tanto,
detectamos a concentragdo das citocinas presentes no homogenato pancreatico, uma vez que
a presenca desses fatores soliveis no microambiente pancreatico, ou seja, no local de
inflamacdo interfere de maneira indireta na inducdo ou limitagdo da destruicdo celular.
Observamos que seis dias apos a administragdo das multiplas doses de STZ os animais
tratados com a droga apresentaram niveis elevados de IL-6, TNF-a e IFN-y em comparacao
com os animais controles. O periodo de onze dias apds a indugdo do diabetes demonstrou
niveis reduzidos de IL-10 no homogenato pancreatico dos animais que receberam a STZ em
comparagdo com 0s animais controles. Em contrapartida, o periodo de vinte e cinco dias
revelou niveis aumentados de IL-10 no pancreas dos animais diabéticos em comparagdo aos
animais controles.

A presenca das citocinas proinflamatdrias como IL-1, TNF-a e IFN-y produzidas por

leucocitos resulta em um mecanismo de injuria e apoptose da célula beta no modelo de
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diabetes induzido por multiplas doses de STZ (Fukuda et al., 2008). O papel desses
mediadores soluveis no desenvolvimento do diabetes ¢ desencadeado pelo seu efeito toxico
direto na destrui¢do das células beta e/ou na regulacao da diferenciacdo e funcdo das células T
(Herold et al., 1996). Fukuda e colaboradores (2008) observaram niveis aumentados de RNA
mensageiro de TNF-a , IL-1P, IFN-y, IL-4 e iNOS nas ilhoas pancreaticas isoladas de
camundongos tratados com STZ duas semanas apos a inducao da doenca. Durante a resposta
imune mediada por células, o TNF-a ¢ secretado pelos macrofagos e pode estimular de forma
autocrina a producdo de outros mediadores inflamatorios, como a IL-1p e a IL-6 e aumentar
sua funcdo efetora (Holstad & Sandler, 2001). Holstad & Sandler em 2001 mostraram que a
utilizacdo de um inibidor transcricional do TNF-a protege parcialmente os animais do
desenvolvimento da hiperglicemia e reduz o processo inflamatdrio nas ilhotas pancreaticas.
No entanto, este inibidor ndo preveniu a doenca quando esta foi induzida de forma direta pela
alta toxicidade das células beta através da administragdo de uma tunica e elevada dose de STZ,
mostrando desta forma o papel do TNF-a na doenga mediada pelo sistema imune (Holstad &
Sandler, 2001). Outro trabalho que mostrou o papel do TNF-a na indu¢do do diabetes foi
mostrado por Pakala e colaboradores (1999), no qual camundongos NODs que possuiam as
ilhotas pancredticas deficientes de receptores de TNF-a estiveram protegidas do diabetes e,
além disso, as células T CD4" exibiram capacidade alterada de estabelecer o processo de
insulite e causar a destrui¢do das células beta (Pakala et al., 1999). Estes resultados
demonstram a importante participacdo do TNF-a na lesdo tecido-especifica das células beta
produtoras de insulina.

A citocina IFN-y ¢ secretada por células do sistema imune inato (células NK, células
Tyd) e por células da imunidade adquirida (células T CD4" e CD8"). Além da sua atividade
anti-viral, o IFN-y tém uma ampla variedade de funcdes bioldgicas, as quais incluem:
aumento da apresentacdo de antigenos via MHC-I e MHC-II, influéncias no ciclo celular,
crescimento e apoptose, migragao de leucocitos e interagdes leucocito-endotélio, atuacdo em
diversas func¢des reguladoras do sistema imune, como por exemplo a inibi¢ao da diferenciacao
de células do padrao Th2 (Chen & Liu, 2009). Além disso, tem sido mostrado que o IFN-y
pode ter efeitos diretos em ilhotas de roedores, resultando em uma perda na tolerancia aos
antigenos das ilhotas que resulta no desenvolvimento do diabetes autoimune (Zou et al.,
2008).

A citocina IL-6 ¢ produzida pela maioria das células do sistema imunoldgico, bem
como células endoteliais, células musculares, células beta pancreaticas, hepatocitos, entre

outras. No entanto, o receptor de IL-6 (IL-6Ra) ¢ encontrado principalmente em hepatocitos,
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em algumas células enddcrinas e em leucécitos. A citocina IL-6 esteve presente no inicio e
durante a vigéncia do processo inflamatorio das ilhotas pancreaticas de camundongos NODs.
Observagoes de que a expressdo de IL-6 ¢ aumentada em camundongos NOD fémeas em
compara¢cdo com camundongos NOD machos suporta a suposi¢do de que essa citocina
participa da patogénese da doenga. No entanto, a IL-6 isoladamente é incapaz de induzir ou
promover a destrui¢do das células beta pancreaticas, necessitando de outros fatores adicionais,
como por exemplo a presencga de outras citocinas pro-inflamatorias (revisado por Kristiansen
et al, 2005).

Embora a citocina IL-10 ndo seja essencial para supressdo in vitro, esta citocina é
considerada uma das moléculas cruciais na imunossupressio in Vivo, ¢ merece, portanto uma
atencdo especial e minuciosa. Inicialmente, foi reportado que a estimulagdo antigénica cronica
in vivo pode resultar na geracdo de células T CD4 que sdo anérgicas em termos de
proliferacdo, mas que secretam IL-10 no ambiente onde estas células residem. Posteriormente,
foi mostrado que células T CD25 com baixa expressao de Foxp3 mas com capacidade de
secretar [L-10 foram identificadas apos estimulacdo antigénica cronica. Estas células ficaram
conhecidas como células Trl, sendo caracterizadas pela baixa expressao de Foxp3 e
capacidade de produzir IL-10. (revisado por von Boehmer, 2005)

As células T reguladoras naturais (CD4 CD25 Foxp3") e as células T reguladoras do
tipo 1 (Trl), através de mecanismos distintos bloqueiam a ativacdo e a funcao de células T
efetoras, agindo de forma direta ou indireta sobre as células apresentadoras de antigenos. A
expressdao de moléculas de adesdo e os receptores de quimiocinas podem ser suprimidos pela
acdo das células T reguladoras, resultando em reducdo na capacidade de migragdo das células
para o tecido alvo. A severidade da insulite ¢ também diretamente inibida pelas células Tregs,
células Trl, através da liberagdo de IL-10 e TGF-B que reduzem a inflamagao e restabelece a
homeostasia do organismo (Roncarolo & Battaglia., 2007). McGeachy e colaboradores (2005)
investigaram os mecanismos naturais da resolucdo da EAE em modelo de camundongos
imunizados por MOG. No inicio de desenvolvimento da doenga, os pesquisadores verificaram
que a propor¢do de células T CD4 que produziam IFN- y era maior do que as células T CD4
produtoras de IL-10. Com o passar do tempo, a populagdao de células T produtoras de IL-10
aumentou e correlacionou com a melhora dos animais. Desta forma, os pesquisadores
mostraram que a citocina IL-10 foi crucial para a resolu¢cdo da doenca e que ela era produzida
por células T CD4'CD25" presentes no sistema nervoso central (SNC). Os autores

propuseram que as células Tregs agiriam diretamente no sitio inflamatorio (via IL-10),
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inibindo a funcdo efetora de células T patogénicas e/ou através da modulacdo da resposta de
células do sistema imune inato (McGeachy et al., 2005).

Neste sentido, também observamos um aumento de IL-10 somente no periodo mais
tardio de desenvolvimento da doenca (25 dias apds STZ), que coincidiu com uma auséncia de
infiltrado inflamatdrio nas ilhotas pancreaticas e aumento das moléculas reguladoras (CTLA-
4, GITR e PD-1) nas células T CD4'CD25" do bago dos animais diabéticos. Desta forma,
podemos sugerir que mecanismos de regulagdo mediado por células do sistema imunolégico
parecem atuar em uma fase mais tardia, uma vez que as moléculas reguladoras estiveram com
expressao aumentada e a citocina supressora IL-10 esteve presente em altas concentragdes no
pancreas dos animais tratados com STZ. No entanto, ndo podemos concluir qual ¢ a fonte
dessa citocina, ou seja, a célula produtora de IL-10, uma vez que ndo observamos aumento da
populagdo de células T CD4'CD25" Foxp3™ nos linfonodos pancreaticos dos animais
diabéticos. E proposto na literatura que uma das possiveis fontes de IL-10 seria as células T
reguladoras que possuem baixa expressao de Foxp3 (células Trl) ou até mesmo linfocitos B
produtores de IL-10 como citado no trabalho de Fillatreau e colaboradores (2002) em modelo

de EAE experimental.

Em pacientes com diabetes do tipo 1 (DM-1), a hiperglicemia ¢ manifestada apds uma
acentuada perda de massa de células beta produtoras de insulina e que aparentemente ¢ um
processo irreversivel. Os tratamentos para o DM-1 existentes atualmente ndo estdo focados na
regeneragdo pancreatica, mas no controle dos niveis de glicose no sangue, mas que, por outro
lado, nao previnem as complicacdes de longo prazo desencadeados por esta patologia. Desta
forma, um tratamento ideal para o diabetes visa o restabelecimento das fungdes pancreaticas e
renais de pacientes nos quais a doenca ja se estabeleceu (revisado por Abdi et al., 2008).
Sendo assim, o segundo objetivo principal de nosso estudo foi avaliar o potencial terapéutico
de células mesenquimais estromais (MSCs) derivadas de medula 6ssea no tratamento do
diabetes experimental.

Primeiramente, as MSCs foram isoladas a partir de aspirado de medula 6ssea de
individuos saudaveis. Estas células foram plaqueadas, cultivadas em meio especifico (ae-MEM
contendo 15% soro fetal bovino) e expandidas. As MSCs humanas apresentaram morfologia
fibroblastéide tipica e cresceram aderidas ao pldstico. A aderéncia ao plastico ¢ uma
caracteristica muito bem descrita para a populacdo de células estromais mesenquimais (Colter

et al, 2000) e embora estas células possam ser cultivadas em suspensdo, a grande maioria dos
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trabalhos utilizam a metodologia padrao de cultivo dessas cé€lulas em garrafas de cultura de
pléstico (Dominici et al., 2006).

No momento em que as MSCs atingiram a terceira passagem, essas cé¢lulas foram
coletadas por tripsinizacdo e imunofenotipadas quanto a diversos marcadores de superficie. A
expressdo de antigenos de superficie permite uma rapida identificagdo de uma determinada
populagdo celular, e tem sido amplamente utilizada na area da imunologia e hematologia. Para
a identificagdo das MSCs, Dominici e colaboradores propuseram durante reunido da
Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT) (2006) que as MSCs expressam altos
niveis de CD105, CD73 e CD90. No entanto, novos marcadores de superficie tém sido
identificados, ampliando ainda mais o painel de marcadores de superficie das MSCs. Além
disso, os autores sugerem uma melhor investigacdo sobre outros marcadores hematopoéticos,
como CD45, CD34, CD14, CD19 e MHC-II, uma vez que as MSCs devem expressar baixos
niveis dessas moléculas na superficie (Dominici et al., 2006). Em nosso estudo, as MSCs
utilizadas nos experimentos apresentaram alta expressao de CD73, CD90, CD105, CD29,
CD13, CD44 ,CD49¢ e CD166; expressao intermedidria de CD54; HLA-CLASSE 1, CD146,
CD105 e expressdao negativa de CD45, CD14, CD34, HLA-CLASSE II, CD51/61 e CD31,
caracterizando desta forma nossa populagdo de células como MSCs.

Outro quesito importante na caracterizagao das MSCs, sugerido também por Dominici
e colaboradores (2006), ¢ em relagdo a capacidade de diferenciagdo das MSCs em outras
c¢lulas da linhagem mesordérmica, como adipocitos, ostedcitos e condrocitos. Desta forma,
realizamos os ensaios de diferenciagdo das MSCs in vitro, na presenca de meios indutores de
adipogénese e osteogénese, € observamos que estas células foram capazes de apresentar
acimulo de gordura no interior das células (diferenciacdo em adipdcito) e depdsitos de célcio
(diferenciacdo em ostedcitos).

Ap6s a caracterizagdo das MSCs, estas células foram transplantadas em camundongos
diabéticos para avaliarmos seu potencial terapéutico no diabetes experimental. Para isso, o
diabetes foi induzido em camundongos machos da linhagem C57BL/6 através de cinco doses
diarias e consecutivas de estreptozotocina (STZ, 40 mg/dl). Os animais receberam duas
infusdes de MSCs via plexo orbital, com intervalo de sete dias entre cada infusdo (dias 21 e
28 apods o tratamento com STZ). A quantidade de células infundidas no primeiro transplante
(0,5 x 10° células) foi menor do que a infundida no segundo transplante (1x10° células), uma
vez que ndo obtivemos disponibilidade de células para realizarmos a primeira infusdo com um
nimero maior de células. O grupo controle recebeu apenas o tratamento com as cinco doses

de STZ, sendo que no momento dos transplantes eles receberam injecdes contendo apenas o
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veiculo (PBS+Pulmozyme). No6s observamos que 21 e 28 dias apds a inducao do diabetes
(periodo das infusdes de MSCs) os animais apresentavam niveis elevados de glicose no
sangue sugerindo uma intensa destruicdo de células beta produtoras de insulina. Essa
hiperglicemia ndo foi controlada nos animais de forma espontinea, uma vez que o grupo que
recebeu somente infusdes de PBS (grupo controle), manteve-se com niveis muito elevados de
glicose no sangue por todo o periodo observado (120 dias). A maioria dos animais (n=5) que
recebeu as duas infusdes de MSCs indiferenciadas, derivadas de medula 6ssea humana, e
administradas quando os sinais da doenga eram evidentes, apresentaram niveis normais de
glicose sanguinea nos periodos finais do estudo indicando que estas células foram capazes de
reverter a hiperglicemia. No entanto, dois animais ndo responderam a terapia, € aparentemente
nenhum fator estrutural esteve relacionado com este tipo de resposta. De fato, esses animais
apresentavam peso corpodreo e taxa glicémica muito semelhante aos animais que responderam
ao transplante, ndo sendo, portanto, um problema de tamanho ou metabolismo. Podemos
pensar que nesses animais a circulacdo das MSCs pode ter sido prejudicada, ou seja, essas
células poderiam ter formado grumos celulares durante as infusdes e desta forma, terem
ficado retidas em outros o6rgdos (p.ex. pulmdo) prejudicando, desta forma, o efeito
regenerativo das MSCs no pancreas. No estudo de Boumaza e colaboradores (2009), os
autores relataram que nem todos os animais (ratos Lewis) que receberam infusdes de MSCs
autdlogas responderam da mesma forma a terapia. Neste trabalho foi mostrado que quando as
MSCs foram injetadas nos dias 4 e 10 apods indugdo do diabetes (1 dose de STZ), apenas dois
animais reverteram a hiperglicemia e o restante (n=6) permaneceu hiperglicémico por todo
periodo analisado (21 dias ap6s inducao da doenga). Quando as células foram administradas
nos dias -2 (antes da indu¢do), 4 e 10, apenas trés animais responderam e quatro nao
responderam. No entanto, os autores ndo discutem os possiveis mecanismos envolvidos para
tais observagdes, sugerindo apenas possiveis diferencas entre os individuos.

Nos animais que responderam a terapia, mostramos que as MSCs revertem a
hiperglicemia uma vez que as taxas glicémicas de todos os animais retornaram aos niveis
normais, € o sucesso dessa intervencdo poderia estar relacionado com uma possivel
regeneracdo das ilhotas e aumento das células beta produtoras de insulina. Sendo assim,
fizemos reagdes de imunoflourescéncia para mensurar a massa de células produtoras de
insulina em todos os grupos de animais. Através desses ensaios, foi possivel observar que as
ilhotas pancredticas dos animais que conseguiram reverter a hiperglicemia apresentavam uma
maior densidade de células produtoras de insulina quando comparadas ao grupo que nao

recebeu as MSCs (controle). Além disso, as MSCs foram capazes de restabelecer a
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organizacgao estrutural das ilhotas (arquitetura) nestes animais, mostrando que as MSCs nado so
aumentaram a densidade de células beta, mas também limitaram a expansao desorganizada de
células alfa produtoras de glucagon, uma vez que esse fendmeno ¢ um mecanismo
compensatdrio bem descrito em individuos com DM-1. Portanto, nossos resultados indicaram
que o transplante de MSCs derivadas de medula 6ssea de individuos saudaveis (humanos)
contribuiu para a regeneragdo pancredtica no modelo de diabetes induzido por STZ em
camundongos C57BL/6.

Embora os animais que responderam a terapia com MSCs apresentassem reducao da
hiperglicemia, as ilhotas desses animais ndo apresentaram a mesma quantidade de células
produtoras de insulina quando comparados aos animais selvagens (WT). Resultados
semelhantes foram obtidos por Ezquer e colaboradores (2008), onde os pesquisadores
atribuem essa menor quantidade de células beta presentes nos animais tratados com a MSCs
em relacdo ao animal saudavel (WT) a um processo de regeneragdo incompleto. Através da
curva de tolerancia a glicose, mostramos que os animais que responderam a terapia possuiam
insulina circulante suficiente para restabelecer os niveis normais de glicose no sangue, uma
vez que a glicemia no final do teste foi semelhante a do inicio do teste. Esses animais que
responderam ao tratamento apresentaram curva semelhante aos animais WT, no entanto, eles
apresentaram um grande aumento da glicose sanguinea 15 minutos ap6s a administracao da
glicose (426,6 + 13,6 mg/dl), sendo esse aumento muito maior do observado nos animais WT
(194,5 + 2,1mg/dl), sugerindo mais uma vez que a quantidade de insulina presente nesses
animais ¢ ainda inferior a dos animais WT. Por outro lado, os animais que nio responderam
aos transplantes exibiram o mesmo padrdo de curva daqueles animais que ndo receberam as
infusdes de MSCs (controle). Nestes dois grupos de animais a glicemia ao final do teste foi
superior a da inicio do teste, refletindo uma insuficiéncia na quantidade de insulina circulante.
No estudo de Ezquer e colaboradores (2008), foi administrada uma tunica dose de MSCs
murinas (0,5 x10° células) em camundongos C57/B16 apés 21 dias de tratamento com STZ.
Os animais foram capazes de reverterem a hiperglicemia através da geragdo de novas células
beta e consequente regeneracdo das ilhotas pancreaticas. No entanto, a curva de tolerancia a
glicose destes animais ndo foi tdo satisfatdria quanto a obtida em nosso trabalho. No trabalho
de Ezquer, os animais tratados com MSCs nao conseguiram retornar aos niveis de glicose
apresentados no inicio do teste, por isso os autores discutem que a insulina produzida pela
massa de células beta recém geradas s6 conseguem reverter a hiperglicemia em condigdes
normais de consumo de glicose e que para a corre¢do da glicemia em uma situagdo de alta

ingestdo de glicose uma segunda infusao de MSC seria necessaria (Ezquer et al., 2008).
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Em nosso estudo, s6 foi possivel observar uma reversao total da hiperglicemia 120
diasapos o segundo transplante. Cerca de 30 dias apos a infusdo das cé€lulas, os animais que
responderam a terapia apresentaram niveis reduzidos de glicose sanguinea, mas eles so
atingiram niveis normais de glicemia no final de quatro meses. No trabalho publicado por
Ezquer e colaboradores, uma unica infusdo intravenosa de 0,5 x10° MSCs em camundongos
tratados com STZ (21 dias ap6s inducao) ocasionou reducao das taxas de glicose no sangue
uma semana apods a infusdo que retornou a niveis considerados normais (>200 mg/dl) 30 dias
apos a administracdo das células. No trabalho de Lee e colaboradores, a queda na glicemia
dos animais tratados com duas doses de MSCs humanas (2 x10° células nos periodos de 6 ¢
13 dias apos STZ) foi observada sete dias apos a segunda infusdo. Quando comparado com os
demais trabalhos publicados, podemos atribuir este atraso na reversdo da glicemia a origem
diferencial das MSCs utilizadas e a dindmica de distribui¢do dessas células. Nos utilizamos
MSCs derivadas de medula 6ssea humana, e essas células possuem um tamanho (didmetro)
muito maior do que as MSCs murinas. Desta forma, podemos pensar que uma parte dessas
células pode ser sido aprisionada em outros 6rgaos (p.ex pulmao), em virtude de seu didmetro,
dificultando desta forma a migracdo dessas células para a area lesionada. Sendo assim,
teriamos um menor numero de células aptas a migrarem para o local de injuria e
desenvolverem seu potencial terapéutico. De acordo com essa hipotese, Schrepfer e
colaboradores mostraram que dentro de poucos segundos ap6s inje¢do intravenosa de MSCs,
a maioria das células foram encontradas nos pulmdes dos camundongos, e sugeriram que o
tamanho das células ¢ fator chave deste fendmeno observado (Schrepfer et al., 2000). Alguns
estudos sugerem que o aprisionamento das MSCs no pulmdo pode alterar a habilidade das
c¢lulas em migrar para os tecidos, levando a um acumulo ndo-especifico no sistema reticulo-
endotelial de alguns oOrgdos. Furlanie colaboradores (2009) utilizando diferentes
concentracdes de MSCs humanas derivadas de tecido adiposo (1x10° ou 0,2 x10° céls)
injetadas na aorta abdominal verificou uma expressiva redu¢do em 60% da velocidade do
sangue arterial 1 minuto apés a injecio de 1x10° MSCs e observou também que a
microcirculagdo sanguinea foi interrompida 174 segundos ap6s transplante. Contudo, cerca de
40% dos animais que receberam 1x10° céls e 25% dos que receberam 0,2x10° morreram de
embolia pulmonar (Furlani et al., 2009).

O trabalho da literatura que mais se assemelha ao nosso foi o trabalho de Lee e
colaboradores (2006) que usou MSCs humanas em camundongos diabéticos enquanto que
todos os demais trabalhos existentes utilizam MSCs murinas. No entanto, o modelo utilizado

por Lee ¢ considerado um modelo de diabetes incompleto, uma vez que os animais utilizados
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eram da linhagem Nod.scid, deficientes portanto de linfocitos T e B. Além disso, as doses de
STZ (4 doses de 35mg/kg) foram menores do que as utilizadas em nosso estudo. Outra
diferenca foi que no estudo de Lee et al. foram administradas duas doses de 2 x10° células no
interior do ventriculo esquerdo, melhorando desta forma, a mobilizag¢@o das células para todos
os orgdos do corpo e garantindo dessa forma o efeito das MCSs no pancreas dos animais
tratados.

Por motivos técnicos ndo estudamos a dinamica de distribuicdo das MSCs em nosso
modelo de diabetes, mas a maioria dos trabalhos existentes na literatura mostrou que poucas
MSCs ficam retidas no pancreas, sendo que a maioria desaparece pouco tempo depois da
infusdo. Ezquer e colaboradores (2008) observaram raras MSCs marcadas com corante
fluorescente no pancreas e rins dos animais 62 dias apds infusdo das células. No estudo de
Lee e colaboradores, 15 dias apds a segunda infusdo de MSCs humanas, foi encontrado no
pancreas DNA de origem humana correspondente a 3% do total de células injetadas e nos rins
essa freqliéncia foi maior, de cerca de 11% do total das células injetadas. A infusdo
intraventricular, ao invés da infusdo intravenosa, provavelmente diminuiu o aprisionamento
de células nos capilares pulmonares, uma vez que nenhum DNA humano foi detectado nos
pulmdes. Boumaza e colaboradores (2009) detectaram DNA das MSCs transplantadas no
pancreas dos animais 7 e 14 dias apos o transplante, no entanto, nenhuma banda de DNA
pode ser observada nos dias 2 e 5 apds o transplante, sugerindo que as MSCs levam um certo
tempo até atingirem e se instalarem no pancreas. Madec e colaboradores (2009) estudaram a
migracdo das MSCs marcadas com CFSE em camundongos NODs e observaram que as
células migraram preferencialmente para os linfonodos pancreaticos, sendo que o pico de
detec¢do dessas células no linfonodo foi de cinco dias apds a infusdo. Por outro lado, os
autores ndo detectaram as MSCs no pancreas dos animais tratados em nenhum dos periodos
analisados (5,11 e 18 dias ap6s infusdo).

Nao foi possivel estudar os mecanismos associados aos efeitos terapéuticos
apresentados pelas MCSs neste modelo experimental. No entanto, diversos trabalhos
mostraram uma possivel permanéncia das MSCs no pancreas e outros 6rgaos acometidos pela
doenca. Dois mecanismos possiveis podem explicar a regeneragdo das ilhotas pancreaticas:
diferenciagdo das MSCs em células beta produtoras de insulina ou estimulagao da
diferenciagdo e proliferagdo de células progenitoras endogenas/locais pela secrecdo de fatores
de crescimento e citocinas pelas MSCs (Abdi et al., 2008). As MSCs naturalmente produzem
uma variedade de citocinas e fatores de crescimento. As propriedades secretorias das MSCs

podem ser fortemente influenciadas pelo microambiente que as circulam. Estudos recentes
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tém mostrado que, em condig¢des de hipdxia ou apds manipulagao génica in vitro, as MSCs
podem produzir varias citocinas como IGF-1, VEGF e HGF, as quais possibilitam a
sobrevivéncias das células vizinhas, sendo esse fendmeno chamado de efeito pardcrino das
MSCs. Desta forma, a funcdo paracrina das MSCs e ndo a capacidade de trans-diferenciacao
dessas células quando transplantadas, parecem ser o ponto crucial na reversio da
hiperglicemia de modelos animais de diabetes (Xu et al., 2008). O efeito paracrino possibilita
que haja no local da lesio um aumento da angiogénese, uma maior prote¢do celular,
diminui¢do da inflamag¢do, além de aumento da mitose e diminui¢do da apoptose das células
locais. A migragao das MSCs para o pancreas promove a secre¢cdo continua de fatores troéficos
como IGF-1, VEGF, HGF e outros, prevenindo a apoptose das células beta e possibilitando a
regeneracdo do pancreas através da proliferacdo das células progenitoras endogenas (Xu et al.,
2008).

No estudo de Lee e colaboradores, a minoria das MSCs detectadas no pancreas
parecem ter se diferenciado em células beta, uma vez que poucas células foram positivas para
B2-microglobulina (marcar MSC humana) juntamente com PDX-1 e insulina humana. Desta
forma, o maior efeito das MSCs neste modelo foi promover um aumento do nimero de ilhotas
e de células murinas produtoras de insulina, ao invés de se diferenciarem em células
produtoras de insulina humana. Boumaza e colaboradores (2009) mostraram que apds
administragdo de MSCs autdlogas em ratos Lewis houve um aumento da expressao de PDX-1
e insulina nas ilhotas pancreaticas dos animais que receberam essas células. Desta forma, os
autores sugerem que a secre¢ao de diversos fatores bioativos e de crescimento pelas MSCs no
sitio de destruicao das células beta pode estabilizar ou alterar o microambinete tecidual,
estimulando o crescimento, sobrevivéncia e a diferenciacao de células beta através da ativagao
do PDX-1 e a partir dai aumentar a expressdo de insulina nas ilhotas. Além disso, neste
mesmo trabalho, as MSCs alteraram o perfil da resposta imune nos animais, uma vez que as
citocinas de padrdo Th2 e células T reguladoras Foxp3" estiveram aumentadas nos animais
tratados em comparacdo com os ndo tratados.

Urban e colaboradores (2009) sugerem que apds administracdo de MSCs em
associacdo com células totais da medula 6ssea (BMCs) dois aspectos conferem o sucesso do
tratamento podem atuar em paralelo e de forma sinérgica. Primeiro, esses dois tipos celulares
poderiam ter induzido a regeneracdo das células produtoras de insulina via liberacdo de
fatores de crescimento, e em segundo lugar, as MSCs foram capazes de inibir a resposta de
linfocitos auto-reativos contra as células beta, permitindo que as células remanescente ou as

recém geradas pudessem sobreviver e restabelecer os niveis normais de insulina dos animais.
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Em adicdo, Lin e colaboradores (2009) avaliaram o mecanismo de reversao da hiperglicemia
em ratos tratados com MSCs autologas. Os autores utilizaram lentivirus que codifica RNAs
de interferéncia para silenciar o gene da Neurogenina 3 (marcador bem estabelecido de
células progenitoras das ilhotas), para descobrir se o efeito terapéutico da infusdo das MSCs ¢
resultado da diferenciagdo das MSCs em células beta de progenitores locais. Quando os
pesquisadores administraram somente MSCs eles observaram queda nas taxas glicémicas dos
animais, aumento do nimero de células beta/ilhota e aumento do conteudo de insulina
intracelular. No entanto, ao utilizarem MSC+ lentivirus (RNA Ngn3), o efeito terapéutico nao
foi tdo expressivo, uma vez que a queda da glicemia ndo foi evidente, o numero de células
beta/ilhota diminuiu assim como o conteido de insulina mostrou-se reduzido em relacao ao
animal tratado somente com MSCs (Lin et al., 2009). Desta forma, os autores sugerem que o
efeito terapéutico das MSCs no modelo de diabetes induzido por STZ ocorreu principalmente
pela diferenciagdo de células progenitoras locais (endogenas) ao invés da diferenciagdo das
MSCs em células beta. No estudo de Madec e colaboradores (2009), os pesquisadores
estudaram o potencial das MSCs em prevenirem e reverterem o diabetes em camundongos
NODs. No estudo preventivo, foram administradas 10° MSCs alogénicas (Balb/c) em
camundongos NODs fémeas de 4 semanas de idade e foi observado que a administracao
deMSCs retardou o inicio da manifestacdo da doenca, bem como diminuiu a incidéncia do
diabetes espontineo nestes animais. Com relagdo ao potencial terapéutico, as MSCs (10°-10°
células) foram administradas juntamente com linfocitos T diabetogénicos em camundongos
irradiados, e pode-se observar que o tratamento com as MSCs induziu reduc¢do da incidéncia
da doenca nos animais tratados, bem como atenuou a inflamagdo nas ilhotas pancreaticas
quando comparados com o0s animais que receberam apenas os linfocitos. Além disso, as
MSCs foram capazes de inibir a proliferagdo de linfocitos in vitro e induzir um aumento na
populacido de células T reguladoras Foxp3'. Desta forma, os autores sugerem que as MSCs
atuaram neste modelo de diabetes através de mecanismos de imunomodulacao ao invés de
regeneragdo, uma vez que o tratamento com as células foi feito nos periodos inicias da
resposta autoimune.

Apesar de muitos trabalhos corroborarem com nosso resultados e mostrarem o
potencial das MSCs como forma de terapia celular no diabetes tipo 1, alguns trabalhos
utlizando MSCs nao obtiveram o mesmo éxito. Urbéan e colaboradores (2008) mostraram que
a administracdo de MSCs (singénica/alogénica) ndo reverteu a hiperglicemia de camundongos
C57BL/6 diabéticos (indugdo por STZ) e, somente a administragdo de MSCs em associagao

com células totais da medula 6ssea (BMCs) foi capaz de reverter a doenga. No entanto, os
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autores testaram a infusio de MSCs contendo somente 1x10° células, concentracdo muito
inferior da utilizada nos demais trabalhos da literatura. O melhor resultado foi obtido quando
se utilizou uma unica injecdo contendo 1x10° de MSCs + 1x10° de BMCs, sugerindo
cooperagdo das duas células tronco na regeneracao pancreatica. Outro estudo que mostrou que
a infusdo de MSCs nao reverteu a hiperglicemia de camundongos diabéticosfoi recentemente
publicado por Ezquer e colaboradores (2009), no qual os pesquisadores induziram o diabetes
em camundongos C57/Bl6 através de uma unica dose de STZ (200mg/dl), causando desta
forma uma rdpida e intensa destruicdo das células beta pancreaticas. Neste estudo, os
pesquisadores administraram duas doses de 0,5 x10° células nos periodos de 30 e 51 dias apds
a inducdo da doenca, e observaram que os animais permaneceram hiperglicémicos e com as
ilhotas pancredaticas reduzidas mesmo apos a infusdo das células. Os autores justificam que os
transplantes ndo funcionarampois trata-se de um modelo ndo-imunologico, e sim
exclusivamente toxico, sugerindo que o sucesso da terapia com MSCs depende da etiologia da
doenga, ou seja, 0 mecanismo pelo qual as células beta foram destruidas.

Nossos resultados enfatizam a propriedade de baixa imunogenicidade das MSCs, uma
vez que essas células puderam ser transplantadas de forma xenogénica em camundongos
imunocompetentes. O Unico trabalho que utilizou MSCs humanas indiferenciadas como
tratamento em camundongos diabéticos foi publicado por Lee e colaboradores (2006), no
entanto, os animais utilizados nos experimentos eram imunodeficientes severos (da linhagem
NOD/scid). Outros trabalhos na literatura t€ém mostrado essa propriedade das MSCs com
potencial efeito terapéutico em diversas doencas. Em 2005, um trabalho mostrou que a
infusdo de MSCs humanas derivadas de tecido adiposo induziu a expressao de distrofina em
camundongos com distrofia muscular de Duchenne mdx imunocompetentes. Essas células ndo
foram rejeitadas mesmo 6 meses ap6s o transplante (Rodriguez et al., 2005). Num estudo de
2008, foi demonstrado que a administragdo de MSCS humanas (derivadas de tecido adiposo)
em camundongos com distrofia muscular Sjl na auséncia de imunossupressao, aumentou a
expressdo de proteinas musculares humanas nos camundongos tratados. Essas células nao
foram rejeitadas apds administragdo sistémica, tiveram a capacidade de promover sua fusdo
com as células musculares do camundongo ¢ de expressar quantidades significativas de
proteinas musculares humanas, o que resultou em uma melhora da capacidade motora dos
animais tratados (Vieira et al., 2008). Em seguida, outro estudo demonstrou que MSCS
humanas derivadas de polpa dentdria foram capazes de induzir uma melhora clinica em
cachorros com distrofia muscular de Duchenne. Nesse trabalho, foram detectadas fibras

musculares quiméricas ¢ nao foi observado nenhum sinal de rejeicdo imune das MSCs
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humanas infundidas, sugerindo que a infusdo das MSCs humanas pode ser feito sem a
necessidade de imunossupressao (Kerkis et al., 2008). Em modelo de encefalomielite
experimental (EAE), Bai e colaboradores (2009) mostraram que MSCs humanas derivadas de
medula (3 x10° células) injetadas na veia caudal de camundongos C57BL/6 imunizados com
MOG ou PLP, promoveram diminui¢do do escore clinico da doenga, aumento de
oligodendrocitos no local da injaria, além de modular a resposta imune através da diminuigdo
do padrao de resposta Thl e Th17 (diminuicdo IFN-y e IL-17) e aumento do padrdo Th2
(aumento IL-4). Em estudo semelhante, Gordon e colaboradores (2009) injetaram MSCs
humanas (1x10° células) via intraperitoneal em camundongos C57/Bl6 imunizados com
MOG, e também observaram melhora significativa dos animais tratados com as MSCs.

Desta forma, nossos e outros resultados presentes na literatura enfatizam o imenso
potencial terapéutico da utilizacdo das MSCs em diversas doengas, sem a necessidade de

imunossupressao constante.
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I) Quanto a caracterizacéo das células T reguladoras e células T produtoras de IL-17 no

model o de diabetes quimicamente induzido por STZ:

- A progressao do processo inflamatorio nas ilhotas pancredticas apds administragdo das
multiplas doses de STZ esteve diretamente correlacionada com a perda da massa de células
beta produtoras de insulina e paralelamente aumento da massa de células alfa produtoras de

glucagon;

- Nao observamos alteragdes na quantidade de células T reguladoras Foxp3" e células T
produtoras de IL-17 presentes no bago dos animais tratados com STZ em todos periodos
analisados, sugerindo que o tratamento com STZ ndo surtiu nenhum efeito sistémico sobre

essas populacdes celulares;

- A expressao das moléculas reguladoras CTLA-4, GITR e PD-1 esteve diminuida na
superficie das células T reguladoras (CD4'CD25") do bago dos animais tratados com STZ nos

primeiros estagios analisados da progressdo do diabetes;

- Nestes estagios iniciais de desenvolvimento do diabetes observamos um aumento na
quantidade de células T produtoras de IL-17 e células T reguladoras CD4 CD25 Foxp3" nos
linfonodos pancreaticos dos animais tratados com STZ. No entanto, a concentragao de IL-17
no homogenato pancreatico esteve semelhante nos dois grupos de animais estudados,
sugerindo que as células Thl17 e Tcl7 n3o devem participar diretamente do processo
destrutivo das células beta, mas devem ficar, preferencialmente, retidas nos linfonodos

pancreaticos dirigindo e amplificando a resposta imune;

- No periodo de seis dias apds a indugdo do diabetes observamos concentragdes aumentadas
de IL-6, TNF-a e IFN-y no homogenato pancredtico dos camundongos tratados com STZ,

sugerindo uma resposta imune do padrao Thl;

- Nos periodos mais tardios de progressdo da doenga, houve um aumento na expressido das

moléculas CTLA-4, GITR e PD-1 na superficie das células T reguladoras (CD4'CD25") no
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baco dos animais tratados com STZ, sugerindo uma possivel fase de regulagdo da resposta

imune;

- No periodo de vinte e cinco dias apos tratamento com STZ, os animais apresentaram um
aumento nos niveis de IL-10 no homogenato pancredtico em comparagdo aos animais
controles, reforcando a idéia de que nesses periodos mais tardios de progressdao da doenga a

reposta imune estaria sendo controlada e finalizada.

1) Quanto ao potencial terapéutico das MSCs humanas no tratamento do diabetes

experimental:

- Quatro meses (120 dias) apds as infusdes de MSCs humanas, os animais que responderam
ao tratamento apresentaram reversao da hiperglicemia, ou seja, apresentaram niveis normais

de glicose no sangue;

- As ilhotas pancredticas dos animais tratados com MSCs humanas mostraram-se maiores,
mais densas ¢ com morfologia tipica em comparacdo aos animais que ndo receberam o

tratamento com MSCs;

- A massa de células beta produtoras de insulina mostrou-se maior e mais densa nos animais
que responderam ao tratamento com MSCs humanas em comparagdo aos animais nao
tratados, sugerindo uma possivel regeneracdo dessas células em virtude do tratamento

utilizado;

- A massa de células alfa produtoras de glucagon dos animais que responderam ao tratamento
com MSCs humanas apresentou-se com localizacdo e densidade semelhante aos animais
selvagens, ao contrario dos animais diabéticos que ndo receberam o tratamento com MSCs,

nos quais as células alfa mostraram-se desorganizadas e bastante aumentadas;

- A eficiéncia do tratamento de camundongos C57BL/6 diabéticos com MSCs humanas
sugere que essas células podem ser transplantadas de forma nao restrita ao MHC, ou seja, de
forma alogénica ou até mesmo xenogénica, evidenciando dessa forma, seu imenso potencial

como ferramenta terapéutica.
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Figura 1. Dot plot e histogramas representativos da analise das moléculas expressas na
superficie das células T CD4°CD25" e T CD4"CD25". Primeiramente foi desenhada uma gate
(R1) na populacao de linfocitos, com base nos pardmetros de tamanho (FSC) por pardmetros de
granularidade (SSC). Em seguida, os eventos da gate de linfécitos (R1) foram analisados para
marcacdo com os diferentes anticorpos por dot plots de fluorescéncia 1 (CD4), por fluorescéncia 2
(CD25). Em seguida foi desenhada uma “gate” R2 na populagdo duplo-positiva. A marcagao de
fluorescéncia 3 (CTLA-4, GITR, PD-1 ou Foxp3) na gate R2 foi representada por um histograma de
FL3.
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