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Perspectivas da terapia com células-tronco para o diabetes mellitus tipo 2

Perspectives of stem cell therapy in type 2 diabetes mellitus
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A patogénese do diabetes mellitus tipo 2 (DM2) esta associada, basicamente, a dois
mecanismos, resisténcia a a¢do da insulina e disfungdo secretéria das células B
pancredticas. Atualmente, ha evidéncias experimentais, clinicas e epidemiologicas, da
participagdo do sistema imune e de mediadores inflamatorios nesses mecanismos
patogénicos. O interesse pelo tratamento regenerativo e pela utilizagdo da terapia
celular para o tratamento do DM?2 deriva da importancia da preservagdo da integridade
funcional e quantitativa das células S pancredticas. A utilizagdo de células-tronco para
obtengdo de controle glicémico em modelos experimentais de DM?2 tem sido descrita ja
ha alguns anos. Entretanto, em humanos, hd poucos estudos publicados nesse sentido.
Embora haja varias dificuldades a serem transpostas até que a terapia regenerativa do
pdncreas para tratamento do DM?2 seja uma opg¢do viavel, ela podera vir a ser, no
futuro, uma ferramenta importante para o controle metabolico da doencga e redugdo de

suas complicagoes cronicas. Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2010,32(4):329-334.
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Aspectos fisiopatologicos do diabetes mellitus
tipo 2

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2), a forma mais preva-
lente de diabetes, presente em aproximadamente 90% dos
casos da doenga, estd associada, basicamente, a dois meca-
nismos patogénicos — a resisténcia a a¢do da insulina e a
disfungéo secretdria das células P pancreaticas.

A etiopatogénese e a fisiopatologia do DM2 sao com-
plexas e envolvem componentes genéticos e ambientais que
se interrelacionam de maneira ainda pouco conhecida. Gene-
ticamente, 0 DM2 apresenta formas monogénicas e poligé-
nicas. As primeiras sdo raras, sofrem minimas influéncias
ambientais e tém caracterizados os genes envolvidos com
resisténcia insulinica ou deficiéncia de secregdo insulinica.
Entretanto, a forma mais frequente de DM2 ¢ poligénica e,
embora potenciais /oci para a suscetibilidade a0 DM2 tenham
sido identificados em diferentes populagdes, inumeras

dificuldades metodoldégicas devem ser vencidas até que sua
participac@o na génese da doenga seja conhecida.'?

Dentre os fatores ambientais determinantes do DM2,
destaca-se a obesidade, particularmente, o acumulo de
gordura visceral, cujo comportamento metabdlico difere da
gordura subcutanea. O tecido adiposo modula o metabolismo
pela liberacao de acidos graxos livres (AGL), glicerol, citocinas
pro-inflamatodrias, quimiocinas e hormdnios, incluindo a
leptina e a adiponectina. O aumento da maioria desses fatores
compromete a a¢do da insulina nos 6rgaos-alvo, atuando
principalmente na sua cascata de sinalizagdo e levando a
resisténcia insulinica.?

Entretanto, a maioria dos obesos e resistentes a insulina
ndo desenvolve hiperglicemia, pois, normalmente, a célula 3
pancreatica apresenta grande plasticidade e adapta-se a
reducdo da sensibilidade a insulina, aumentando tanto a
secrecdo de insulina como a massa de células . Os meca-
nismos adaptativos das células [ a resisténcia insulinica pare-
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cem envolver o aumento do metabolismo da glicose, a
sinalizag@o por acidos graxos nao esterificados, o aumento
da sinalizagdo pela insulina/IGF-1 (insulin growth factor) e a
acdo secretagoga e mitdgena da incretina GLP-1 (glucagon-
like peptide-1).*°

Nos pacientes com DM2, a resisténcia insulinica asso-
cia-se a disfungdo das células B pancreaticas que ndo apre-
sentam essa resposta adaptativa. Portanto, as anormalidades
adaptativas das células (3 a resisténcia insulinica séo criticas
para o desenvolvimento do DM2. As alteragdes das células
B pancreaticas no DM2 sdo tanto funcionais quanto quan-
titativas. Assim, a massa de células B reduz-se a aproxima-
damente 50% do normal por aumento da apoptose ¢ as células
B perdem 75% da sua capacidade funcional.®’

Os fatores envolvidos na disfungio das células B néo
estdo estabelecidos, mas elas deixam de responder aos esti-
mulos secretagogos. Muitas vias de sinalinalizagdo podem
afetar o crescimento e a sobrevivéncias das células B. Alguns
dos muitos mecanismos que podem estar envolvidos nessa
disfun¢do sdo o estresse oxidativo, a disfun¢ao mitocondrial,
o estresse do reticulo endoplasmatico rugoso, inflamagao
local e deposigdo de material amiloide, associados a predis-
posigdo genética.*!! A hiperglicemia, decorrente desse pro-
cesso, ¢ 0 aumento da concentragao dos acidos graxos livres,
acarretando glicolipotoxicidade, sdo fatores agravantes que
aceleram o declinio das células p no DM2.'>4(Figura).
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Inflamacgao e diabetes mellitus tipo 2

Atualmente, ja ha inimeras evidéncias experimentais,
clinicas e epidemioldgicas, da participagao do sistema imune
e de mediadores inflamatorios nos dois mecanismos basicos
do DM2, resisténcia insulinica e faléncia da célula pan-
credtica B, tendo como resultado final o desenvolvimento
de DM2.15-%0

O aumento da liberagdo de TNF-o (tumor necrosis

factor), 1L-6 (interleukin), MCP-1 (monocyte chemo-
attractant protein-1) e de outros fatores soliveis secretados
por macrofagos e por outras células residentes no tecido
adiposo tem papel fundamental no desenvolvimento da

resisténcia insulinica.?’ O TNF-o ¢ a IL-6 estimulam as vias
da quinase aminoterminal c-Jun (JNK) e quinase 3 de IxkB
(IKK- B) /fator nuclear kB (NF-kB), que resultam em aumento
da producdo de mediadores inflamatorios e resisténcia
insulinica. A fosforilagdo de kB por sua quinase IKK- 3 leva
a degradacao de IkB, liberando NF-xB para agir como fator
de transcrigdo nuclear em diversos genes envolvidos na
resposta inflamatoria.”? As vias que envolvem a indugao da
supressdo de proteinas sinalizadoras de citocinas
(suppressor of cytokine signalling, SOCS) e indugdo da
sintase do o0xido nitrico (iNOS) podem estar envolvidas no
mecanismo de resisténcia insulinica mediada por citocinas. A
secre¢do dessas proteinas pro-inflamatdrias, em especial o
MCP-1 pelos adipdcitos, células endoteliais e monocitos,
aumenta o recrutamento de macréfagos que realimentam o
processo.??¢ Embora por diferentes mecanismos, a maioria
dos fatores inflamatorios age negativamente nas vias de
sinalinalizac¢do da insulina, modificando os seus substratos
intracelulares, principalmente a fosforilagdo da familia proteica
do substrato do receptor de insulina (IRS), com a ajuda de
diferentes fatores de transcri¢do, dentre eles, a familia do
peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR). Assim,
as vias metabolicas, inflamatorias ¢ da imunidade inata
parecem interagir, levando a resisténcia insulinica de maneira
complexa e ainda pouco clara, apesar dos inlimeros avangos
nessa area na ultima década. O chamado estresse do reticulo
endoplasmatico ¢ a disfun¢ao mitocondrial, causados, entre
outros, por aumento de demanda metabolica, tém sido
considerados importantes elos entre as vias metabolicas ¢
inflamatorias envolvidas na resisténcia insulinica associada
a obesidade e ao DM2.'627:28

Embora o reconhecimento da participagdo do sistema
imune na disfun¢do e morte das células B no DM2 seja bem
mais recente, dados clinicos ¢ experimentais, in vivo € in
vitro, indicam que no DM2, assim como no DM, a inflamagao
nailhota de Langerhans (insulite) ¢ uma caracteristica predo-
minante.'?” Em ilhotas de camundongos submetidos a dieta
rica em gordura, foi observado niimero aumentado de macro-
fagos bem antes do inicio de hiperglicemia. Adicionalmente,
fatores inflamatorios, incluindo IL-6, IL-8, quimiocina KC, G-
CSF (granulocyte colony-stimulating factor) e MIP-1o.
(macrophage inflammatory protein 1), sdo produzidos em
ilhotas expostas a estresse metabodlico (hiperglicemia e
hiperlipemia) e em ilhotas isoladas de camundongos sub-
metidos a dieta rica em gordura. Algumas evidéncias sugerem
que o sistema imune local pode estar envolvido no mecanismo
de apoptose das células B que acompanha os distarbios
metabolicos prévios e culmina no DM2. Dentre as citocinas
envolvidas nesse processo, vale ressaltar a IL-10, cuja pro-
ducgdo local por células B sob estimulo com glicose foi
demonstrada e cujo bloqueio sistémico por inje¢ao de anta-
gonista recombinante do receptor de IL-1 f em 70 pacientes
com DM2 levou a aumento da secre¢do de insulina.’’?? A
hipétese defendida pelo grupo de pesquisadores que pro-
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duziu a maioria desses resultados € que o estresse metaboélico
(hiperglicemia, dislipidemia e adipocinas) levaria a produgao
de IL-1 [ pelas ilhotas, a qual controlaria a sua propria pro-
ducdo e a de outros mediadores inflamatorios e atrairia
macréfagos, perpetuando o processo inflamatorio. Este pro-
cesso culminaria na faléncia secretdria e morte das células
[3.33 Adicionalmente, ha mais de uma década foi demonstrado
que a IL-1 B pode induzir a expressdo de Fas, receptor de
superficie celular envolvido na apoptose de células B.3* Por
outro lado, as a¢des da IL-1 B nas ilhotas dependem da dose,
ja que, em pequenas concentragdes, pode ter um papel
protetor sobre as células 3.3

Assim, percebe-se que, embora, ha alguns anos, as
diferengas fisiopatologicas entre DM1 e DM2 parecessem
tdo marcantes, atualmente ja se consideram muitas seme-
lhangas, implicando a possibilidade do emprego de aborda-
gens terapéuticas (imunologicas e reparativas) similares nas
duas doengas.!>!?

Terapia celular para diabetes mellitus tipo 2

Os estudos clinicos com utilizagdo de terapia celular
para tratamento do DM1 ja estdo em fase avangada e os
resultados, até o momento, parecem promissores.**’

O interesse pelo tratamento regenerativo e pela utili-
zagdo de terapia celular, mais especificamente, células-tronco
(CT) pluri ou multipotentes, para o tratamento do DM2, deriva
das evidéncias clinicas mencionadas acima e da importancia
da preservagao da integridade funcional e quantitativa das
células P pancreaticas cuja destrui¢do esta envolvida na pato-
génese do DM2. Adicionalmente, as dificuldades encontradas
com a utilizag@o de outros métodos de reposi¢ao de células
B, tais como transplantes de ilhotas, de pancreas e de linha-
gens celulares produtoras de insulina*?® torna a possibilidade
de utilizag¢ao de CT muito atraente.

A utilizagdo de CT, de diferentes fontes, para controle
glicémico em modelos experimentais de DM2 tem sido descrita
ja ha alguns anos (Tabela 1). Assim, Soria e cols.* demons-
traram que c¢lulas secretoras de insulina derivadas de CT
embrionarias indiferenciadas implantadas em bago de
camundongos com diabetes induzido por estreptozotocina
eram capazes de manter normoglicemia. Ja Kojima e cols."
detectaram células produtoras de insulina em tecidos

Tabela 1. Estudos experimentais e clinicos com emprego de terapia celular no DM2

extrapancreaticos de ratos ¢ camundongos hiperglicémicos
tratados com células-tronco adultas derivadas da medula
ossea. Adicionalmente, Ende e cols.*? demonstraram dimi-
nuigdo da glicemia, maior sobrevida e atenuag@o de lesdes
renais em camundongos obesos com desenvolvimento
espontaneo de DM2 tratados com células sanguineas mono-
nuclueares derivadas de corddo umbilical humano. Recen-
temente, Abraham e cols. relataram aumento da tolerancia a
glicose e da concentragdo plasmatica de adiponectina em
camundongos obesos apos transplante intradsseo de CT de
medula 0ssea, associado a inducdo de heme oxigenase® e
Chen e cols relataram melhora da sensibilidade a insulina, da
fun¢do vascular e da fungao renal ap6s infusao de células da
medula 6ssea de camundongos ndo diabéticos em camun-
dongos db/db diabéticos.*

Diferentes estratégias de producao e origens de células-
tronco como fontes de células produtoras de insulina estdo
sendo intensamente investigadas e podem vir a se tornar
uma op¢ao como terapéutica regenerativa para o DM2 no
futuro. Dentre elas, estdo a diferenciagdo a partir de CT
embrionarias (ES),* CT pluripotentes reprogramadas com
fatores de transcri¢@o para um estado diferenciado conhecidas
como iPS (induced pluripotent stem cells)** ¢ CT mesen-
quimais da medula 6ssea.?’ Estes lltimos autores relataram a
indu¢do de diferenciacdo in vitro de células mesenquimais
de medula 6ssea em células produtoras de insulina, que foram
transplantadas na mucosa duodenal e promoveram diminui¢ao
da glicemia em ratos tratados com streptozotocina.

Em seres humanos, ha raros relatos de estudos que
verificaram o efeito de tratamento com CT sobre o controle
glicémico no DM2 (Tabela 1). Dentre eles, Novoa ¢ cols.*
relataram, recentemente, menores concentragdes glicémicas
e necessidade de menores doses de insulina, em 126 pacientes
diabéticos com doenga arterial periférica grave, tratados com
infuso autologa de células mononucleares (CMN) da medula
6ssea no musculo gastrocnémio. Ja Estrada e cols.* sub-
meteram portadores de DM2 a combinagdo de infusdo intra-
pancreatica de CMN auto6logas derivadas da medula 6ssea e
oxigenioterapia hiperbarica e, apos acompanhamento de um
ano, observaram reducao significativa da glicemia de jejum,
da hemoglobina glicosilada e das doses diarias de insulina e
hipoglicemiantes orais, assim como aumento das concen-
tragdes plasmaticas de peptidio-C. Em trabalho recente, Viia
e cols.” relataram o efeito benéfico da
infusdo local, por via intra-arterial, de

Fonte celular Tipo de estudo

1° Autor, Ano (Referéncia)

CMN da medula 6ssea em 58 pacientes

CT embrionarias

Medula 6ssea

Cordao umbilical humano
Medula 6ssea

Medula 6ssea

Medula 6ssea

Experimental (camundongos)
Experimental (ratos/camundongos)
Experimental (camundongos)
Experimental (camundongos)
Experimental (camundongos)
Experimental (ratos)

Medula 6ssea Clinico
Medula 6ssea Clinico
Medula 6ssea Clinico

Soria, 2000 (40)
Kojima, 2004 (41)
Ende, 2004 (42)
Abraham, 2008 (43)
Chen, 2009 (44)
Zhang, 2009 (47)
Vifia, 2008 (50)
Estrada, 2008 (49)
Novoa, 2009 (48)

diabéticos tipo 2, persistindo durante
36 meses de seguimento. Embora os
autores desses relatos sugiram efeitos
benéficos da terapia com CT sobre a
angiogénese, mecanisticamente, o
mecanismo de a¢ao envolvido ainda ndo
foi abordado, principalmente pelas
dificuldades metodoldgicas de estudos
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em humanos. Entretanto, em analise de autopsias, Butler e
cols.’" avaliaram o pancreas de 31 individuos, dos quais dois
diabéticos tipo 2, submetidos a transplante de CT hemato-
poéticas ao longo da vida ¢ ndo observaram a presenga de
células [ derivadas das células hematopoéticas dos doadores,
concluindo ser pouco provavel que estas células possam se
transdiferenciar em células 3.

Obstaculos a terapia celular para o diabetes
mellitus tipo 2

Existem varias dificuldades a serem transpostas até que
a terapia regenerativa do pancreas com CT para tratamento
do DM2 seja uma opgao viavel. O primeiro desafio talvez seja
compreender os mecanismos que regulam a secre¢dao de
insulina estimulada pela glicose e aqueles que promovem a
adaptacdo das células B as constantes variagdes meta-
bolicas.”> Adicionalmente, apenas recentemente, tem avan-
¢ado o0 nosso conhecimento sobre os mecanismos de diferen-
ciacdo, proliferagao, regeneracgdo e plasticidade das células
[3.33-% Nio é conhecido se, no homem, ha uma populagédo de
c¢lulas progenitoras (ductais, acinares e extrapancreaticas)
que dariam origem a novas células B (neogénese) ou se elas
seriam autorrenovaveis. Do mesmo modo, conhecem-se
pouco os mediadores envolvidos nos processos de diferen-
ciagéo de e/ou transdiferenciagdo para células B, embora os
fatores de transcrigdo, presentes no periodo embrionario, Pdx1
(pancreas-duodenal homeobox 1) e neurogenin-3 estejam
sendo intensamente investigados.”* Embora ja parega claro
que integridade numérica da massa de células 3 ndo significa
integridade funcional,® até o momento ndo ha métodos néo
invasivos para quantificagdo das células  em humanos. Os
poucos dados disponiveis provém de estudos experimentais
e evidéncias indiretas, portanto limitadas e imprecisas.®' Entre-
tanto, muitos marcadores de células f vém sendo testados
nos ultimos anos® ¢ ha descrigdo de métodos ndo invasivos
potencialmente uteis no futuro. Dentre eles, a utilizagdo de
VMAT2 (vesicular monoamine transporter type 2), eXpresso
em grande quantidade em células B humanas, associado a
radioligante, /! C-dihydrotetrabenazine, e detectado por PET
(positron emission tomography), como biomarcador da massa
de células B.% Adicionalmente, a aplicagdo de ressonancia
magnética tem sido investigada, principalmente, no acompa-
nhamento pos-transplante de ilhotas previamente marcadas
com nanoparticulas.®

Por que novas estratégias para o tratamento do
diabetes mellitus tipo 27?

O tratamento do DM2 requer multiplos profissionais e
envolve dieta, exercicio fisico, diversas drogas orais e,
frequentemente, multiplas inje¢des diarias de insulina. A
aderéncia a terapéutica costuma ser baixa e mais de 70% dos
pacientes apresenta mau controle metabolico.®” A elevada

frequéncia de complicagdes cronicas associa-se ao estado
de mau controle metabolico do DM2, estando ja bem esta-
belecido que a hiperglicemia ¢ um dos principais fatores
responsaveis pelo desencadeamento das complicagdes dia-
béticas cronicas.” Elas decorrem de alteragdes micro e macro-
vasculares que levam a disfung@o, dano ou faléncia de varios
orgdos e incluem a nefropatia, com elevada taxa de evolugéo
para insuficiéncia renal, a retinopatia, principal causa de
cegueira adquirida, a neuropatia, principal causa ndo trau-
matica de amputagao de membros inferiores, e manifestagdes
de disfun¢do do sistema nervoso auténomo, incluindo
disfun¢do sexual.”*” Adicionalmente, a associa¢do entre DM
¢ doengas cardiovasculares, que englobam isquemia mio-
cardica, obstrugdo arterial periférica e doenga vascular
cerebral, esta bem estabelecida. O DM2 aumenta o risco de
doenga cardiovascular de duas a quatro vezes, sendo essa a
principal causa de mortalidade em diabéticos.”’”” Tudo isso
acarreta elevados custos, diretos e indiretos, para os indivi-
duos portadores de DM, para o sistema publico de satde ¢
para a sociedade.

Portanto, o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas para o DM2 ¢ fundamental. Mostrando-se segura
e efetiva, a terapia regenerativa do pancreas no DM2 podera
vir a ser uma ferramenta importante para o controle metabdlico
da doenga e reducdo das complicagdes cronicas.

No momento, estamos iniciando um projeto experi-
mental testando o uso sistémico de CT mesenquimais em
DM2 para dar suporte a um futuro estudo clinico.

Abstract

TBpe 2 diabetes mellitus (DM?2) is associated with insulin resistance
and secretory dysfunction of the -cells. There is now experimental,
epidemiological and clinical evidence suggesting that the immune
system and inflammatory mediators are involved in the pathogenesis
of DM?2. The interest in regenerative therapeutics and cellular
therapy for DM?2 is motivated by the importance of preserving -cell
mass and function. Cellular therapy with stem cells for glycemic
control has been tested in experimental models for some years
however; there are only a few published studies using this approach
in humans. Although there are many obstacles to overcome before
regenerative therapy becomes a real option to treat DM?2, it may be
an important strategy to attain metabolic control and prevent chronic
complications in the future. Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2010,32
(4):329-334.

Key words: Diabetes mellitus, cell therapy, stem cell.
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