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Células Estromais Mesenquimais (CEM) Derivadas de Medula Ossea
de Ratos com e sem Diabetes tém Potencial Terapéutico Similar

Bone-Marrow-Derived Mesenchymal Stromal Cells (MSC) from Diabetic and Nondiabetic Rats Have Similar
Therapeutic Potentials
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Resumo

Fundamentos: O diabetes mellitus € uma doenca cronica grave que leva a complicacées sistémicas, como a disfuncao
cardiovascular. Estudos anteriores de terapia celular obtiveram resultados promissores com utilizacao de células estromais
mesenquimais (CEM) derivadas de medula 6ssea de animais saudaveis (CEMc) em modelos de animais diabéticos. No entanto,
a capacidade das CEM derivadas de ratos diabéticos em melhorar parametros cardiacos funcionais é ainda desconhecida.

Obijetivos: Investigar se CEM derivadas de medula 6ssea de ratos diabéticos (CEMd) poderiam contribuir para a
recuperacao metabélica e de propriedades elétricas cardiacas em outros ratos também com diabetes.

Métodos: O diabetes foi induzido em ratos Wistar com estreptozotocina. As CEM foram caracterizadas por citometria
de fluxo, andlise morfolégica e imunohistoquimica. A funcao elétrica cardiaca foi analisada através de registro do
potencial de acao ventricular. As diferencas entre as variaveis foram consideradas significativas quando p < 0,05.

Resultados: As propriedades in vitro das CEMc e CEMd foram avaliadas. Ambos os tipos celulares apresentaram morfologia,
cinética de crescimento e perfil mesenquimal semelhante, e puderam ser diferenciadas em linhagens adipogénica e
osteogénica. No entanto, em ensaios para unidades formadoras de colonias de fibroblastos (UFC-F), as CEMd formaram mais
col6nias em comparacao as CEMc quando cultivadas em meio com ou sem hidrocortisona (1 uM). Para comparar o potencial
terapéutico das células, os animais foram divididos em quatro grupos experimentais: nao diabéticos (CTRL), diabéticos (DM),
diabéticos tratados com CEMc (DM + CEMc) e diabéticos tratados com CEMd (DM + CEMd). Os grupos tratados receberam
uma tnica injecao de CEM 4 semanas apds o estabelecimento do diabetes. Ambas CEMc e CEMd controlaram a hiperglicemia
e a perda de peso corporal e melhoraram o remodelamento elétrico cardiaco em ratos com diabetes.

Conclusao: As CEMd e CEMc possuem propriedades in vitro e potencial terapéutico semelhante em um modelo de rato
com diabetes induzido por estreptozotocina. (Arq Bras Cardiol. 2017; 109(6):579-589)

Palavras-chave: Diabetes Mellitus; Células Mesenquimais Estromais; Eletrofisiologia Cardiaca; Terapia Baseada em
Transplante de Células e Tecidos; Ratos.

Abstract

Background: Diabetes mellitus is a severe chronic disease leading to systemic complications, including cardiovascular dysfunction. Previous cell
therapy studies have obtained promising results with the use bone marrow mesenchymal stromal cells derived from healthy animals (MSCc) in
diabetes animal models. However, the ability of MSC derived from diabetic rats to improve functional cardiac parameters is still unknown.

Objectives: To investigate whether bone-marrow—derived MSC from diabetic rats (MSCd) would contribute to recover metabolic and cardiac
electrical properties in other diabetic rats.

Methods: Diabetes was induced in Wistar rats with streptozotocin. MSCs were characterized by flow cytometry, morphological analysis, and
immunohistochemistry. Cardiac electrical function was analyzed using recordings of ventricular action potential. Differences between variables
were considered significant when p < 0.05.

Results: In vitro properties of MSCc and MSCd were evaluated. Both cell types presented similar morphology, growth kinetics, and mesenchymal
profile, and could differentiate into adipogenic and osteogenic lineages. However, in an assay for fibroblast colony-forming units (CFU-F), MSCd
formed more colonies than MSCc when cultured in expansion medium with or without hydrocortisone (1 uM). In order to compare the therapeutic
potential of the cells, the animals were divided into four experimental groups: nondiabetic (CTRL), diabetic (DM), diabetic treated with MSCc (DM
+ MSCo), and diabetic treated with MSCd (DM + MSCd). The treated groups received a single injection of MSC 4 weeks after the development of
diabetes. MSCc and MSCd controlled hyperglycemia and body weight loss and improved cardiac electrical remodeling in diabetic rats.

Conclusions: MSCd and MSCc have similar in vitro properties and therapeutic potential in a rat model of diabetes induced with streptozotocin.
(Arq Bras Cardiol. 2017; 109(6):579-589)
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Introducao

O diabetes mellitus € uma doenga metabdlica caracterizada
principalmente por hiperglicemia cronica, que ocasiona diversas
complicagoes em diferentes érgaos e sistemas.! Apesar de
terapia com insulina, programas de exercicio e intervengoes
nutricionais, a maioria dos pacientes com diabetes € incapaz de
manter os niveis glicémicos dentro da faixa normal, levando a
complicagoes patolégicas. Embora o diabetes seja uma doenca
sisttmica, as principais causas de morbidade e mortalidade
relacionadas a esta condigao sdo as complicagoes cardiacas.
Mais de 75% de todas as mortes em pacientes com diabetes sao
causadas por complicagdes cardiovasculares.>* Neste contexto, a
cardiomiopatia diabética ocasiona alteracoes elétricas cardiacas,
incluindo aumento dos intervalos QT e QTc e dispersao do QT.
De fato, estas anormalidades eletrocardiogréficas pro-arritmicas
sao desencadeadas por um prolongamento da duragdo do
potencial de agao (AP) como consequéncia do remodelamento
elétrico cardiaco que ocorre na doenca.*

Uma pequena populagdo de células mononucleares da
medula 6ssea denominada células estromais mesenquimais
(CEM) é uma fonte atraente de células para tratar o diabetes
e suas complicagbes cardiovasculares.”'*"" As CEM tém
potencial clonogénico' e sob condigoes especificas de
cultura, sdo capazes de se diferenciar em células de diferentes
linhagens mesenquimais como osteoblastos, condrdcitos
e adipdcitos.”*'* Além disso, as CEM sdao células-tronco
multipotentes com propriedades imunomoduladoras capazes
de regular diversas respostas fisiologicas.' O controle da
inflamacao é uma potente intervengao terapéutica para varias
doencas autoimunes, bem como processos inflamatérios
estéreis como o diabetes.'>2

Os mecanismos subjacentes aos efeitos terapéuticos das
CEM sao principalmente devidos a sua secregao de fatores
paracrinos, estimulada por microambientes hiperglicémicos
e inflamatérios. Com efeito, as CEM tém sido descritas como
secretoras de fatores cardioprotetores que podem melhorar a
fungao cardiaca.'**"** Além disso, o potencial terapéutico
das CEM na restauragao do controle metabélico em ratos com
diabetes ja foi demonstrado.?2* Um estudo prévio do nosso
grupo demonstrou que ratos diabéticos transplantados com
CEM de medula éssea de ratos sadios (CEMc) apresentou
melhora da regulagdo metabdlica e reversao de anormalidades
elétricas e mecanicas cardiacas induzidas pelo diabetes através
de imunomodulacao sistémica.”

Vérios estudos tém relatado que as CEM de medula dssea
derivadas de doadores saudaveis sao benéficas no tratamento
do diabetes, com base nas propriedades imunomoduladoras
e regenerativas dessas células. No entanto, a possibilidade do
autotransplante de CEM simplificaria a aplicagdo clinica desta
terapia celular em pacientes com diabetes, considerando que
o transplante de células autélogas minimiza complicagoes para
0 recipiente como a rejeigao, tratamento imunossupressor e
transmissao de agentes infecciosos.

Com base nesta perspectiva clinica, o objetivo do presente
estudo foi verificar se o transplante de CEM de medula éssea
de ratos doadores diabéticos (CEMd) poderia contribuir para
a recuperagao das fungdes metabdlicas e cardiacas de outros
ratos igualmente diabéticos. A fim de conseguir isso, um estudo
comparativo entre CEMc e CEMd foi realizado em ratos.

Métodos

Animais e protocolos

Todos os procedimentos em animais foram realizados
de acordo com o Guia para Cuidados e Uso de Animais
de Laboratério (National Institutes of Health [NIH], EUA) e
aprovado pelo nosso comité institucional local sob o niimero
de protocolo IBCCF 217-09/16. Neste estudo, ratos Wistar
machos (100 = 20 g) com T més de idade foram alojados sob
temperatura controlada (23 + 2°C) com ciclos luminosos de
12 horas e alimentados com ragdo padrdo e agua ad libitum.
O diabetes foi induzido como descrito abaixo. Quatro semanas
ap6s o estabelecimento do diabetes, os animais foram divididos
em quatro grupos experimentais: (A) ratos nao diabéticos que
receberam apenas o veiculo (CTRL; n = 7), (b) ratos diabéticos
que receberam apenas o veiculo (DM; n = 7), (c) ratos diabéticos
transplantados com CEM de medula éssea de animal saudavel
(DM + CEMc; n = 7) e (4) ratos diabéticos transplantados com
CEM de medula éssea de outros ratos diabéticos (DM + CEMd;
n = 8). O veiculo e as células foram injetados no plexo
retro-ocular dos animais. O peso corporal e os niveis glicémicos
foram medidos semanalmente durante 4 semanas apés a
terapia com as células em todos os quatro grupos experimentais.
A Figura 1 ilustra o delineamento do estudo.

Inducao do diabetes e medidas de glicose

O diabetes foi induzido com uma dose intravenosa Gnica
de estreptozotocina (Sigma-Aldrich, EUA) 80 mg/kg diluida em
tampao citrato (0,05 M) administrada a animais anestesiados
(isoflurano, Baker Norton, Reino Unido).” Animais ndo
diabéticos (grupo CTRL) receberam apenas o veiculo.
Ap6s 72 horas da inducdo anestésica, os animais foram
mantidos em jejum por 5 horas durante o inicio da manha e
tiveram seus niveis glicémicos medidos. Apenas animais com
glicemia acima de 250 mg/dL foram considerados diabéticos.
Os niveis glicémicos foram analisados com um glicosimetro
padrao (Contour TS, Bayer Healthcare LLC, EUA). As amostras
de sangue foram obtidas a partir da veia da cauda de animais
nao anestesiados.

Células estromais mesenquimais: isolamento e cultura

Os animais foram anestesiados e sacrificados por deslocamento
cervical. As pernas dos animais foram limpas com alcool a 70%
e as tibias e fémures foram isolados e centrifugados a 1.000
xg por 3 min a 4°C para coleta de células da medula dssea. A
suspensao de células foi diluida em solugao salina tamponada
com fosfato (PBS) e centrifugada a 300 xg por 5 min a 4°C.
Os grupamentos celulares foram diluidos em meio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM, Gibco-Invitrogen, EUA) e
centrifugados em gradiente Histopaque (1,083 g/mL, Sigma-
Aldrich, EUA) a 400 xg por 30 minutos. As células mononucleares
foram coletadas da interface e lavadas trés vezes em PBS e suas
viabilidades foram verificadas com utilizagao de solucao de azul
de tripano a 0,4% (Sigma-Aldrich). Por fim, as células foram
plaqueadas a uma densidade de 1,2 x 10° células/cm?e mantidas
a 37°C em uma atmosfera de CO, de 5%. O meio (DMEM
suplementado com 20% de soro fetal bovino [Gibco-Invitrogen,
EUA] e penicilina G/estreptomicina 1% [Gibco-Invitrogen)) foi
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Figura 1 - Delineamento do estudo experimental. (A) Os animais foram tratados com o veiculo e estreptozotocina (STZ) na semana 0. Células da medula 6ssea foram
coletadas na semana 4 para cultura e andlises in vitro. (B) Esquema de terapia com CEM. Animais diabéticos (STZ) foram divididos em dois grupos: o primeiro recebeu
5x 106 células de ratos sadios (DM + CEMc) e o segundo recebeu a mesma quantidade de células obtidas de ratos diabéticos (DM + CEMd) com 4 semanas de doenga.
As células foram injetadas no plexo retro-ocular dos animais. Os niveis de glicemia e o peso corporal foram avaliados durante 4 semanas apés o transplante. Ao final
do protocolo, os animais foram sacrificados e os coragdes foram isolados para gravagdo de potencial.

mudado duas vezes por semana, preservando apenas as células
aderentes. Quando 80-90% de confluéncia foi alcangada, as
células aderentes foram destacadas das placas de cultura com
tripsina-EDTA 0,25% (Sigma-Aldrich) e expandidas a uma
densidade de 1,2 x 10* células/cm? até a terceira passagem,
como descrito anteriormente.”

Caracterizacao imunofenotipica

Para a andlise imunofenotipica, CEMc e CEMd em
terceira passagem foram dissociadas e suspensas em solugao
bloqueadora contendo PBS gelado suplementado com
albumina de soro bovino (BSA) a 0,5%. As células foram
tratadas com Fc Block (Cat#550271; BD Biosciences, EUA)
durante 20 minutos antes da incubagdo com anticorpos.
Os seguintes anticorpos conjugados com isotiocianato
de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE), ou biotina foram
utilizados: CD29 (clone Ha2/5, Cat#555005, diluicao 1:50;
BD Biosciences), CD90-1 (clone OX-7, Cat#551401, diluicao
1:25; BD Biosciences), CD45 (clone 30-F11, Cat#553077,
diluicdo 1:50; BD Biosciences) e CD34 (clone RAM34,
Cat#551387, diluigao 1:50; BD Biosciences). Os isotipos
correspondentes (BD Biosciences) foram utilizados como
controles de ligagdo nao especifica. Apés incubagao a 4°C
durante 20 minutos, as células foram lavadas com PBS/0,5%
BSA, centrifugadas a 300 xg por 5 minutos e suspensas em
PBS para aquisicao de dados. DAPI 0,1 ug/mL (Cat# D9452,
Sigma-Aldrich) foi adicionado para excluir células mortas.
As amostras foram obtidas com citometria de fluxo BD
FACSAria Il (BD Biosciences) e os dados obtidos foram
analisados com o programa FlowJo, versao 10.1.
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Diferenciacao adipogénica e osteogénica

CEMc (n = 3) e CEMd (n = 3) em terceira passagem foram
plaqueadas em uma placa de seis pogos a 3 x 10* células por
pogo. O meio foi alterado duas vezes por semana e nenhuma
passagem foi realizada durante os protocolos de diferenciagdo.
Para a diferenciagao adipogénica, o meio de cultivo foi
suplementado com dexametasona 1 uM (Sigma-Aldrich), IBMX
0,5 mM (Sigma-Aldrich), insulina 10 ug/mL (Sigma-Aldrich) e
indometacina 200 uM (Vetec Quimica Fina, Brasil). As células
foram incubadas a 37°C em uma atmosfera de CO, a 5% por
21 dias e em seguida fixadas com paraformaldeido a 4% por
15 minutos, enquanto as goticulas de lipideos citoplasméticos
foram coradas com 6leo vermelho O a 0,5%. A diferenciacao
osteogénica foi realizada com cultura de CEMc e CEMd em
meio de cultivo suplementado com dexametasona 1 uM
(Sigma-Aldrich), B-glicerofosfato 10 mM (Sigma-Aldrich) e acido
ascorbico 0,5 UM (Sigma-Aldrich) por 21 dias. As células foram
entdo fixadas com paraformaldeido a 4% por 15 minutos e
depésitos de cdlcio extracelular foram corados ap6s incubagao
com vermelho de alizarina a 1% em &gua.

Tempo de duplicacao da populacao (TDP)

Para avaliagao da cinética de crescimento, CEMc e CEMd
(passagem 3) foram cultivadas em pratos para cultura celular
de 35 mm com uma grade de 2 mm (Sarstedt, EUA) a uma
densidade de 1,2 x 10° células/cm?. As células foram mantidas
em meio de cultivo e incubadas a 37°C em uma atmosfera
de CO, a 5% por 7 dias. Quatro grades aleat6rias foram
contadas diariamente e o nimero médio de células por
mm? foi calculado. Os valores obtidos foram utilizados para
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construir uma curva de célula/mm? versus tempo. Foi realizada
regressao linear com transformagao logaritmica na base 2 do
eixo célula/mmz2, no qual o inverso do coeficiente angular o
foi utilizado para calcular a TDP

Unidades formadoras de colonias de fibroblastos (UFC-F)

A fim de realizar este experimento, células mononucleares
recentemente isoladas derivadas de ratos diabéticos (CEMd;
n = 3) e nao diabéticos (CEMc; n = 3) foram isoladas e
plagueadas em placas de seis pogos a uma densidade de
2,08 x 10° células/cm? em cada pogo. As células foram cultivadas
em meio de cultivo suplementado ou ndo com hidrocortisona
1 UM. Apbs 16 dias, as células foram fixadas com metanol PA
(Vetec Quimica Fina) por 5 minutos e as col6nias foram contadas
manualmente apds coloragdo com Giemsa (Merck, Alemanha).

Protocolo de terapia celular

Ratos diabéticos foram transplantados com 5 x 10° CEMc
de ratos sadios (DM + CEMc; n = 7) ou 5 x 10° CEMd de
ratos diabéticos (DM + CEMd; n = 8). As células foram
transplantadas através do plexo retro-ocular (200 uL). Os niveis
glicémicos e o peso corporal foram avaliados por 4 semanas
ap6s o transplante. Ao final do protocolo, os animais foram
sacrificados e os coragoes foram isolados para gravacao do AP
Ratos controles e diabéticos receberam injegoes retro-oculares
com o mesmo volume de solugdo salina.

Gravacao do potencial de acao

Para a gravacdo do AP tiras de muisculo cardiaco do
ventriculo esquerdo foram obtidas e presas a parte inferior do
banho do tecido, revestido com Sylgard para exposicao do lado
endocdrdico. As tiras foram continuamente perfundidas com
solugao de Tyrode oxigenada a 37°C. A composicao da solucao
de Tyrode (mM) era: NaCl 150,8, KCI 5,4, CaCl, 1,8, MgCl, 1,0,
D-glucose 11,0 e HEPES 10,0 (pH 7,4 ajustado com NaOH
a 37,0 = 0,5°C). O tecido foi estimulado a um ciclo basico
com duragao de 1.000 ms. O potencial transmembrana foi
gravado com microeletrodos de vidro (10-40 MQ resisténcia
DQ) preenchidos com 2,7 M KCl, conectados a um amplificador
de microeletrodo com entrada de alta impedancia (MEZ7200,
Nihon Kohden, Japao). Sinais amplificados foram digitalizados
(1440 Digidata A/D interface, Axon Instrument, Inc., Sunnyvale,
EUA) e armazenados em um computador para posterior andlise
com o programa LabChart, 7.3 (ADInstruments, Bella Vista,
Austrdlia). Os seguintes parametros de AP foram analisados:
potencial de repouso de membrana, amplitude (APA) e
duragdo do AP a 90% de repolarizagao (APD, ), conforme
descrito previamente.?’”

Andlise estatistica

Os valores estao expressos como média = desvio padrdo (DP).
Para os ensaios in vitro, comparagdes entre CEMc e CEMd foram
realizadas com o teste t de Student nao pareado e para analises
in vivo, foi utilizada andlise de variancia (ANOVA), seguida do
teste de Bonferroni para comparagdes mdiltiplas. Dados com
distribuicdo ndo Gaussiana (teste de Kolmogorov-Smirnov)
foram comparados com o teste de Kruskal-Wallis, seguido do
teste de comparagoes miiltiplas de Dunn. As diferencas entre

as varidveis foram consideradas significativas quando p < 0,05.
Todas as andlises foram realizadas com o programa GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). O tamanho
da amostra nao foi predeterminado com métodos estatisticos e
foi estimado com base na disponibilidade de amostras e estudos
cardiovasculares experimentais prévios utilizando tratamento
com células-tronco.”

Resultados

Morfologia e fenétipo de superficie das CEMc e CEMd

As CEMc e CEMd aderiram a pldstico e apresentaram
uma morfologia semelhante a do fibroblasto 3 a 4 dias apds
serem semeadas em frascos de cultura. Células nao aderentes
observadas nas culturas primarias foram descartadas com as
trocas de meio. A Figura 2A mostra CEMc e CEMd em terceira
passagem. O perfil mesenquimal das CEMc e CEMd foi avaliado
pela expressao de marcadores-chave na superficie de células
de terceira passagem por citometria de fluxo. Ambos os tipos
celulares foram positivos para os marcadores associados as
CEM (CD29 e CDI0, > 90%) e negativos para os marcadores
hematopoiéticos (CD45 e CD34, < 2,5%) (Figuras 2B e 2Q).
Os fendtipos das células CEMc e CEMd foram semelhantes.

Diferenciacao adipogénica e osteogénica

Durante o processo de diferenciacao adipogénica, a
formagao de goticulas lipidicas foi observada ja na primeira
semana (Figura 3A). A diferenciacao adipogénica permaneceu
por 21 dias. Durante este periodo, as goticulas aumentaram
de volume e em ndmero. Ao final do protocolo, vactolos ricos
em lipideos foram corados com éleo vermelho O.

A diferenciagdo osteogénica das CEMc e CEMd também
iniciou durante a primeira semana (Figura 3B). Ambos os
grupos experimentais mostraram mudangas morfolégicas
rapidas que permaneceram por 21 dias, até o final do
experimento. Aos 21 dias, depésitos de célcio foram
observados apds coloragao com vermelho de alizarina,
caracterizando mineralizagao da matriz.

Como controles para ambos os protocolos de diferenciacao,
culturas de células obtidas a partir de animais diabéticos e
saudaveis foram cultivadas durante todo o protocolo com
meio de cultivo e, como esperado, ndo mostraram formagao
de vactolos lipidicos ou depésitos de calcio.

Cinética de crescimento

A fim de avaliar a cinética de crescimento das CEMc e
CEMd, as células foram plaqueadas em pratos e observadas
até chegarem a 100% de confluéncia no dia 7. A taxa de
proliferacao foi determinada por monitorizagao didria dos
pratos de cultura (Figura 4A). Como mostra a Figura 4B, CEM
de ratos diabéticos e saudaveis apresentaram caracteristicas
cinéticas de crescimento semelhantes.

Propriedades clonogénicas

A fim de avaliar a capacidade das CEMc e CEMd em
formar colonias, foram realizados ensaios para UFC-F em
DMEM/alta glicose na presenga e auséncia de hidrocortisona
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Figura 2 - Caracterizagéo do perfil de CEM na terceira passagem. (A) CEMc e CEMd com morfologia semelhante a de fibroblastos 4 dias apés as células serem
semeadas em pratos de cultura. (B) Andlise de citometria de fluxo de CEM derivadas de animais saudaveis (CEMc) e (C) CEM derivadas de animais diabéticos (CEMd).
Histogramas coloridos mostrando a alta expressédo de proteinas de superficie mesenquimais (CD29 e CD90) e baixa expresséo de marcadores hematopoiéticos
(CD34 e CD45). Os histogramas cinzas representam os isotipos controles.

A Dia 1 Dia 7 Dia 14 Dia 21

CEMc

CEMd

B Dia 1 Dia7 Dia 14 Dia 21

CEMc

CEMd

Figura 3 - Ensaios de diferenciagédo adipogénica e osteogénica. Os ensaios de diferenciagdo adipogénica e osteogénica foram realizados durante 21 dias com
utilizagdo de CEMc e CEMd. O protocolo foi iniciado com 60% de confluéncia da cultura. (A) No ensaio adipogénico, pequenas goticulas de lipideos estavam presentes
tanto nas CEMc quanto nas CEMd no dia 7 e aumentaram de volume e em nimero no dia 14. No dia 21, as culturas foram coradas com dleo vermelho O e as goticulas
de lipideos foram coradas em vermelho. Tanto as CEMc quanto as CEMd se diferenciaram em adipdcitos ao final do protocolo. (B) No ensaio osteogénico, observamos
dramaticas mudangas morfolégicas comegando no dia 7 em ambas as CEMc e CEMd, com acentuagéo no dia 14. No dia 21, as culturas foram coradas com vermelho
de alizarina e os depdsitos de célcio coraram em vermelho. Tanto as CEMc quanto as CEMd geraram uma matriz mineralizada ao final do protocolo.
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Figura 4 - Avaliagéo da cinética de crescimento por ensaio de tempo de duplicagéo da populagdo (TDP). (A) O nimero de CEM foi calculado diariamente (células/mm?)
apés plaqueamento de 104 células no dia zero por 7 dias. (B) Regresséo linear do logaritmo do crescimento celular (células/mm?). Nao houve diferenga estatistica entre
0s grupos. Os resultados estéo representados como média + desvio padrdo (DP). Abreviaturas: CEMc - CEM derivadas de animais saudaveis; CEMd - CEM derivadas

de animais diabéticos.

(1 uM). Ambos os tipos celulares foram capazes de gerar UFC-F
sob ambas as condigoes (Figuras 5A e 5B). No entanto, o niimero
de coldnias foi maior nas culturas com meios suplementados com
hidrocortisona em ambos os grupos experimentais (Figura 5B).
Além disso, as CEMd formaram mais UFC-F do que as CEMc,
independente do protocolo aplicado (Figuras 5D e 5E).

Melhora metabolica apoés transplante de CEM

A fim de avaliar o potencial terapéutico de ambos os
tipos celulares, 4 semanas apés o estabelecimento do
modelo de ratos diabéticos, CEMc ou CEMd (5 x 10° células)
foram transplantadas com uma dnica injegao em ratos
diabéticos. As CEMd apresentaram potencial terapéutico
semelhante as CEMc, com melhora dos niveis de glicose
(Figura 6A). Em ambos os grupos tratados com células, os
niveis de glicemia foram mais baixos do que os observados
no grupo placebo, porém mais altos do que nos ratos sem
diabetes. A perda de peso corporal nos grupos de diabéticos
foi também parcialmente resgatada pelo transplante de
CEMc e CEMd (Figura 6B).

CEMd melhoram o perfil do potencial de acao cardiaco

Resultados prévios obtidos pelo nosso grupo mostraram que
o transplante de CEMc foi capaz de reverter o prolongamento
do AP cardiaco a 90% de repolarizacao induzido pelo
diabetes.” No presente estudo, observamos que o transplante
com CEMd foi também capaz de reverter o prolongamento
do AP a 90% de repolarizagao (Figuras 7A e 7B).

Discussao

O potencial da terapia com CEMc no diabetes tem
sido demonstrado por varios grupos, indicando beneficios
metabdlicos tais como melhora nos niveis de glicemia, "%
fungao renal,?® neuropatia,*® complicagbes microvasculares™ e
funcao cardiaca.” No entanto, a maioria destes estudos utilizou
CEM alogénico. Consequentemente, a utilizagdo de CEM
autélogas obtidas de doadores com diabetes deve ser realizada
para a avaliagao do efeito em um modelo diabético animal.

O nosso primeiro objetivo foi determinar o grau de
semelhanga fenotipica e funcional entre as CEMc e CEMd
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Figura 5 - Ensaio de unidades formadoras de colénias de fibroblastos (UFC-F). (A) Fotomicrografias representativas das colénias de CEMc e CEMd obtidas apés
ensaio de UFC-F com utilizagéo de duas condigbes diferentes, com e sem hidrocortisona. (B) Vista macroscépica da formagéo de UFC-F apds as células serem
cultivadas na auséncia da condigdo com hidrocortisona. As CEMc formaram menos colénias UFC-F do que as CEMd. (C) Vista macroscopica da formagdo de UFC-F
apos as células serem cultivadas na presenga da condigdo com hidrocortisona 1 uM. As CEMc novamente formaram menos colénias UFC-F do que as CEMd. (D-E)
Comparagdes quantitativas entre os niimeros de colonias UFC-F com formag&o de maior nimero nas CEMd do que nas CEMc em ambas as condigées. Os resultados

estéo representados como média + desvio padrdo (DP) e * representa p < 0,05.

através de analises in vitro. Uma vez que ambos os tipos celulares
puderam ser isolados e cultivados, uma caracterizagao completa
foi realizada. Estas células mostraram ser muito semelhantes em
varios aspectos, mantendo uma forma morfoldgica semelhante
a do fibroblasto, perfis mesenquimais, cinética de crescimento
e capacidade de diferenciagio mesmo apds 4 semanas da
inducao do diabetes. Alinhados com os nossos achados, estudos
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anteriores demonstraram que CEM derivadas de medula 6ssea
humana de pacientes saudaveis tém propriedades semelhantes
as derivadas de pacientes com diabetes.>'*2

Uma vez que as alteragdes dos niveis de glicose podem
interferir com o potencial clonogénico® das células, foram
realizados ensaios para UFC-F. Os resultados mostraram que
as células derivadas de animais com diabetes apresentaram



Sao José et al
Potencial de células estromais no diabetes

Artigo Original

A
CEM
500. * *kk *kk
-©- CTRL
4004 - DM
g —— DM+CEMc
E'; 300+ ¥ DM+CEMd
s
£ 200+
S
€ 1004
O L] L] L L
Pré-STZ  S4 S5 S8
Tempo (semana)
B -6~ CTRL
CEM - DM
3501 * == DM+CEMc
3004 =¥~ DM+CEMd
250
C) #
o =
§ 200 4
150 4
100- *kk *kk *kk
0 15 30 45 60
Tempo (semana)

Figura 6 — Perfil metabdlico apds transplante de CEM. (A) Os niveis de glicemia foram monitorados durante as 8 semanas do protocolo. Ambos os tipos celulares
melhoraram os niveis de glicose em comparagao com placebo, mas foram incapazes de restaurar os niveis de glicose para os niveis observados nos animais do grupo
controle. (B) Melhora do peso corporal durante os 60 dias do protocolo. Ambos os tipos celulares foram capazes de aumentar o peso corporal dos animais 30 dias apos
a injegéo das células quando comparados com placebo, mas foram incapazes de restaurar seus pesos até os niveis dos animais do grupo controle. Os resultados estao
expressos como média + desvio padrdo (DP), *** representa p < 0,001 versus CTRL, # representa p < 0,05 versus DM e p < 0,01 versus CTRL.

maior potencial clonogénico do que as derivadas de
animais sauddveis. Esses dados estdao de acordo com os
resultados obtidos em um estudo anterior no qual os autores
demonstraram que o niimero total de UFC-F em ratos Wistar
diabéticos machos foi mais elevado quando comparado ao
de ratos nao diabéticos 4 semanas apés o estabelecimento do
diabetes.** Considerando que a habilidade de gerar clones se
correlaciona com a quantidade de células-tronco na amostra
original, nossos dados sugerem que ratos diabéticos tém um
maior nimero de CEM do que ratos saudaveis.

Os efeitos metabdlicos benéficos atribuidos a terapia
com CEM de animais saudaveis em um modelo animal
diabético foram bem demonstrados pelo nosso e varios
outros grupos.”?%2535 Nossos achados mostram que

as CEM obtidas de ratos diabéticos também foram
capazes de melhorar o perfil metabélico de outros ratos
diabéticos, destacando o potencial terapéutico dessas
células. Como mencionado, as principais causas de
morbidade e mortalidade em pacientes com diabetes sdo as
complicagdes cardiovasculares.?* Assim, um estudo prévio
do nosso grupo teve o objetivo de investigar se as CEM
de ratos nao diabéticos reverteriam as alteracoes elétricas
cardiacas induzidas pelo diabetes. Os resultados obtidos
demonstraram que as CEMc foram capazes de melhorar
os disttrbios elétricos cardiacos induzidos pelo diabetes.”
Alinhados com estes resultados, os dados apresentados
aqui demonstraram que as CEMd também sdo capazes de
resgatar as propriedades do potencial de acdo cardiaco
comprometido pela condicao diabética.
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Figura 7 - CEMc e CEMd melhoraram o remodelamento cardiaco 4 semanas apés o transplante de CEM. (A) Tragados do potencial de agéo de tecido endocérdico
do ventriculo esquerdo representativos de todos os grupos experimentais. (B) Duragéo do potencial a 90% de repolarizagéo (APA,,). (C) Potencial de repouso da
membrana (RMP) e amplitude do potencial de agéo (APA), respectivamente. Os resultados estéo apresentados como média + desvio padrdo (DP) e *** representa

p < 0,01 versus outros grupos.

Embora o presente estudo tenha potencial translacional,
algumas limitacdes devem ser consideradas. Em primeiro
lugar, o modelo animal de diabetes tipo 1 utilizado neste
estudo ndo mimetiza exatamente a doenga que ocorre em
humanos. Segundo, a corrente de fons que contribui com a
repolarizagao ventricular em ratos é diferente da presente em
humanos. Terceiro, a via utilizada para injetar o veiculo no
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presente estudo (retro-ocular) certamente nao seria apropriada
para fins translacionais.

Conclusoes

N6s caracterizamos e demonstramos vdrias semelhancas
entre CEMc e CEMd de ratos. Apesar das CEMd terem um
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potencial clonogénico superior, ambos os tipos celulares
apresentaram capacidade de restaurar os niveis de glicemia
e o peso corporal. Além disso, ambas as células foram
capazes de reverter o prolongamento do AP cardiaco
induzido pelo diabetes. Os dados in vivo e in vitro
combinados demonstram que CEM de animais diabéticos
podem ser uma opgao para transplante em modelos animais
diabéticos, indicando uma potencial aplicagdo também
em humanos.
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