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RESUMO

SILVA, C.L.L. Terapias alternativas para o diabetes mellitus tipo 1: caracterizacdo funcional do
gene Txnip na diferenciacdo B-pancredtica e desenvolvimento de biomaterial inovador para
microencapsulamento celular. 2018. 201p. Tese de Doutorado. Programa de Pés-Graduacao
em Ciéncias Bioldgicas (Bioquimica). Instituto de Quimica, Universidade de S3o Paulo, S3o
Paulo.

O diabetes mellitus do tipo 1 (DM1) é uma doencga causada pela destruicdo autoimune
das células-p produtoras de insulina do pancreas. O transplante de ilhotas pancreaticas é um
procedimento tecnicamente simples sendo uma alternativa terapéutica interessante para o
DML1. Entretanto, a oferta limitada de pancreas de doadores falecidos e a necessidade de
imunossupressao crénica sdao fatores que limitam a aplicabilidade dessa modalidade de
transplante. Neste trabalho foram estudadas duas estratégias que visam oferecer solugdes
aos fatores limitantes do transplante de ilhotas pancreadticas.

Na primeira parte do trabalho, o mecanismo molecular que dirige o processo de
diferenciacdo de células-tronco embrionarias murinas (murine embryonic stem cells, mESCs)
em células produtoras de insulina (insulin producing cells, IPCs) foi analisado visando
otimizar o processo de diferenciacdo. N6s selecionamos o gene Thioredoxin interacting
protein (Txnip), diferencialmente expresso ao longo da diferenciacdo B-pancredtica, para
realizar um estudo funcional através da modificacdo genética de mESCs. Os resultados
obtidos permitiram verificar que a inibicdo de Txnip na diferenciacdo B-pancreatica pode
induzir a diferenciacdo de IPCs com maior expressdao de marcadores de células-B e mais
responsivas ao estimulo de glicose. Além disso, o modelo de zebrafish permitiu elucidar in
vivo o papel de Txnip durante a organogénese pancreatica, revelando que a inibicdo desse
gene é capaz de aumentar a massa de células-B através do estimulo de células presentes no
ducto extra-pancredtico. Dessa forma, a inibicdo de Txnip pode aprimorar os protocolos para
obtencdo de IPCs a partir de células-tronco pluripotentes.

A exposicdo crénica a agentes imunossupressores diabetogénicos e a perda de
componentes de matriz extracelular durante o isolamento de ilhotas pancreaticas sdao causas
para a perda de funcionalidade do enxerto. Dessa forma, na segunda parte do trabalho, um
biomaterial inovador foi desenvolvido, contendo um polimero de laminina (polilaminina,
PLn) para o encapsulamento e a imunoprotecdo de ilhotas pancreaticas. As cdpsulas
produzidas com o biomaterial desenvolvido, Bioprotect-Pln, sdo térmica- e mecanicamente
estaveis, além de serem biocompativeis e capazes de imunoproteger ilhotas pancreaticas
humanas in vitro. O encapsulamento com Bioprotect-PIn preserva a funcionalidade de
ilhotas pancreaticas. Além disso, quando capsulas vazias de Bioprotect-PIn foram
implantadas em camundongos imunocompetentes, houve atenuacdo da resposta
inflamatdria ao implante, uma das principais causas para perda de funcionalidade de
enxertos encapsulados. Os resultados obtidos indicam que a presenca de polilaminina na
malha capsular induz uma resposta anti-inflamatéria que pode beneficiar a preservacao do
enxerto de ilhotas pancreaticas encapsuladas.

Atualmente, o transplante de ilhotas pancredticas é visto como a terapia celular mais
promissora para atingir a independéncia de insulina em pacientes de DM1, porém, a
aplicabilidade desse transplante ainda é limitada. Este trabalho contribuiu para a elucidagao
dos mecanismos moleculares que podem aprimorar o processo de diferenciacdo de células-
tronco pluripotentes em IPCs, estabelecendo uma fonte alternativa de células para a terapia



de reposicdo, e, também, estabeleceu um biomaterial inovador, capaz de diminuir a
resposta inflamatéria ao implante de microcapsulas e de imunoproteger células
microencapsuladas. Desta forma, este trabalho contribui para o estabelecimento da terapia
de reposicdo celular para pacientes de DM1.

Palavras-chave: Diabetes mellitus tipo 1, células-beta, células-tronco, Txnip, encapsulamento
de células, laminina.



ABSTRACT

SILVA, C.L.L. Alternative therapies for type 1 diabetes mellitus: functional characterization of
Txnip gene during B-pancreatic differentiation and generation of an innovative biomaterial
for cell microencapsulation. 2018. 201p. PhD Thesis. Graduate Program in Biochemistry.
Instituto de Quimica, Universidade de S3o Paulo, S3o Paulo.

Type 1 diabetes mellitus (DM1) is a disease caused by the autoimmune destruction of
insulin-producing pancreatic B-cells. Pancreatic islet transplantation is a technically simple
procedure and an interesting alternative therapy for DM1, however, the limited supply of
cadaveric donated pancreas and the need of life-long immunosuppression are factors which
limit its applicability. In the present work, two strategies were employed aiming at
establishing viable solutions for the factors limiting pancreatic islet transplantation.

In the first part of this study, the molecular mechanism which drives differentiation of
murine embryonic stem cells (mESCs) into insulin producing cells (IPCs) was analyzed in
order to optimize the differentiation process. The Thioredoxin interacting protein (Txnip)
gene, which is differentially expressed along B-pancreatic differentiation, was selected to
undergo a functional analysis by genetically modifying mESCs. The results allowed us to
verify that Txnip inhibition during the B-pancreatic differentiation process can induce
differentiation of IPCs displaying higher expression of B-cell markers and being more
responsive to glucose stimuli. In addition, the zebrafish model allowed us to elucidate in vivo
the role of Txnip during pancreatic organogenesis, revealing that its inhibition is able to
increase the mass of B-cells through stimulation of extra-pancreatic ductal cells. Therefore,
Txnip inhibition may turbinate IPCs differentiation from pluripotent stem cells.

The chronic exposure to diabetogenic immunosuppressive agents and the loss of
extracellular matrix components during isolation of pancreatic islets are probable causes for
the loss of pancreatic islet graft functionality. Therefore, in the second part of this study, an
innovative biomaterial was developed by incorporating a laminin polymer (polylaminin, PLn)
for the encapsulation and immunoprotection of pancreatic islets. The capsules produced
with the novel biomaterial, Bioprotect-PIn, are biocompatible, thermally and mechanically
stable and are able to immunoprotect human pancreatic islets in vitro. Encapsulation with
Bioprotect-PIn preserves the functionality of pancreatic islets. In addition, when empty
Bioprotect-PIn capsules were implanted into immunocompetent mice, an attenuation of the
inflammatory response to the implant occurred, this being one of the main causes of
encapsulated graft loss. The results indicate that polylaminin addition to the capsular mesh
induces an anti-inflammatory response which may favor preservation of the engrafted
encapsulated pancreatic islets.

Pancreatic islet transplantation is currently seen as the most promising cell therapy to
achieve insulin independence in DM1 patients, however, the applicability of this transplant is
still limited. This work contributed to the elucidation of the molecular mechanisms which
can turbinate the differentiation of pluripotent stem cells into IPCs, establishing an
alternative source of cells for the replacement therapy, and, also, established an innovative
biomaterial which is able to decrease the inflammatory response to the graft, thereby
immunoprotecting the microencapsulated cells. Therefore, this work contributes to the
establishment of the cell replacement therapy for DM1 patients.

Keywords: Diabetes mellitus, beta-cells, Stem cells, Txnip, Cell encapsulation, laminin.
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1. Terapias alternativas para o diabetes mellitus tipo 1

A glicose é a principal fonte de energia metabdlica utilizada pelos tecidos, sendo a
Unica fonte energética para algumas células, como os neurbnios e os eritrocitos. A
manutenc¢do da glicemia é de importancia fundamental para o bom funcionamento do
metabolismo dos individuos, sendo regulada por mecanismo hormonal orquestrado,
principalmente, pelo pancreas. O pancreas é um érgdao composto por dois tipos diferentes
de tecidos: o exdcrino, que secreta enzimas digestivas para o intestino, e o enddcrino, que
secreta hormoOnios para a corrente sanguinea. As células enddcrinas estdo agrupadas nas
ilhotas de Langerhans, compostas por cinco tipos de células que secretam diferentes
hormonios: a (glucagon), B (insulina, peptideo C, amilina), & (somatostatina), PP

(polipeptideo pancreatico) e € (grelina) (Figura 1).

insulina

vasos sanguineos

Figura 1: Representacdo esquematica dos principais componentes do pancreas: vasos sanguineos,
ductos, acinos e ilhotas pancreaticas, as quais sdo compostas por células €, PP, §, a e B. Sdo as células
B-pancreadticas as responsaveis pela sintese de insulina. No citoplasma das células-B, moléculas de
insulina sdo coordenadas por ions zinco (representado em roxo), formando hexameros.

As células B-pancreaticas produzem e secretam insulina de forma a manter a
concentracdo de glicose circulante dentro de um intervalo fisioldgico estreito. A glicose é o
principal secretagogo de insulina fisioldgica, embora varios outros nutrientes, hormonios,
neurotransmissores e medicamentos possam induzir a liberacgdo do hormonio.

Normalmente, a glicose é rapidamente equilibrada através da membrana plasmatica das
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células-p por transportadores especificos, Glut2 em particular, sendo fosforilada por acdo da
glucoquinase, a qual determina o fluxo metabdlico através da glicdlise. Moléculas reduzidas
sdo entdo produzidas nas mitocdndrias durante o ciclo do acido tricarboxilico e transferidas
para a cadeia transportadora de elétrons. A energia liberada é utilizada para bombear
prétons para fora da membrana mitocondrial interna, criando um gradiente eletroquimico
transmembrana, o qual é utilizado para gerar adenosina trifosfato (ATP) a partir de
adenosina difosfato (ADP) e fosfato. Esses eventos resultam em um aumento na razdo
ATP/ADP no citoplasma, o que determina o fechamento dos canais de K" dependentes de
ATP. Assim, ocorre despolarizacdo da membrana plasmatica, influxo de Ca®* extracelular e
ativacdo da exocitose de insulina a partir de granulos de insulina armazenados no citoplasma
das células-B. A secrecao de insulina estimula a captacdo da glicose pelas células do corpo,
diminuindo, assim, a concentracdo de glicose no sangue. Quando o nivel de glicose no
sangue diminui, as células-a secretam glucagon, que estimula a hidrdlise do glicogénio do
figado em glicose, aumentando, assim, a concentracdo de glicose no sangue entre as
refeicdes.

O diabetes mellitus (DM) pertence a uma classe de desordens metabdlicas nas quais a
atividade reguladora da insulina estda comprometida, por deficiéncia em sua sintese e/ou
secrecdo, em sua acao ou em ambas. A Federacdo Internacional de Diabetes, estima que
existam 425 milhdes de adultos no Mundo sofrendo de DM (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2017). O Brasil possui a quarta maior incidéncia mundial de DM
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017) e a Pesquisa Nacional de Saude estima que,
em 2013, 6,2% da populagdo brasileira acima dos 18 anos de idade era diabética (“PNS -
Pesquisa Nacional de Saude”, 2013). O DM causou aproximadamente quatro milhGes de

mortes em individuos adultos em 2017 e o total de gastos médicos com DM, apenas em
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adultos, alcangcou a marca de USS 727 bilhdes (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION,
2017). Estima-se que em 2045 existirdo 629 milhdes de pessoas vivendo com essa doenga,
com um aumento de 7% nos custos em saude (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION,
2017). Enfrentar esta epidemia global é uma tarefa monumental, que exige mais
conhecimentos sobre a doenca, além do desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais
eficazes.

Os sintomas clinicos do DM foram descritos na Antiguidade no Papiro Ebers, um dos
tratados médicos mais antigos e importantes que se conhece, datado de 1500 a.C (PAUL
GHALIOUNGUI, 1987). A doenca foi chamada de diabetes, com origem na palavra grega para
sifdo, em referéncia a poliuria e a polidipsia caracteristicas dos pacientes. A observacdo de
que a urina de diabéticos possui sabor adocicado foi feita na China e na india, entre os
séculos V e VII, porém, a descricdo patoldgica da glicosuria no diabetes comegou com
Paracelsus (1493-1541) e foi Willis (1621-1675) quem adicionou o termo “mellitus”, palavra
em Latim para mel, ao nome da doenca (KARAMANOU et al., 2016). Os dois principais tipos
de DM sdo: a) diabetes mellitus tipo 1 (DM1), que é uma desordem caracterizada pela
destruicdo de células B-pancreaticas devido a um processo autoimune, resultando em
deficiéncia absoluta de insulina e sendo o tipo de diabetes mais prevalente entre criancas e
adolescentes; b) diabetes mellitus tipo 2 (DM2), que é caracterizado por maior incidéncia em
individuos adultos, os quais apresentam resisténcia a insulina e relativa deficiéncia na
secrecao deste hormonio.

O DM1 é uma doencga multifatorial, causada pela destruicao de células-p produtoras
de insulina do pancreas, sendo mediada, principalmente, pela acdo de linfécitos T, em
individuos geneticamente susceptiveis e pela presenca de diversos fatores ambientais (ZOKA

et al., 2013). Em 1921, o nome insulina, referéncia a palavra em Latim para ilha, passou a se
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referir ao hormonio descoberto por Banting e Best (BANTING; BEST, 1922). Esses
pesquisadores trataram com sucesso o primeiro paciente diabético utilizando insulina obtida
a partir de extratos de pancreas de bezerros (BANTING et al., 1922). Antes do tratamento
com insulina, a Unica forma de tratamento disponivel para o DM era o jejum, causando
desnutricdo severa e a morte (BANTING et al., 1922). Atualmente, quando apropriadamente
modulada, a terapia com insulina exdgena reduz significativamente os riscos de
desenvolvimento das complica¢des cronicas secunddrias ao DM1, especialmente as micro- e
macro-angiopatias, que, invariavelmente causam retinopatia, neuropatia, doencas
cardiovasculares e faléncia renal.

Entretanto, enquanto a terapia de reposi¢dao de insulina pode salvar vidas de pacientes
diabéticos e retardar as complicagdes secunddrias cronicas da doencga, essa terapia ainda
estd associada a diversas dificuldades, baseadas no principio fundamental de que a
administracdo de insulina exdégena nunca podera mimetizar, com precisdo, a cinética de
secrecao de insulina oferecida por células-B em resposta aos estimulos fisiolégicos. Além
disso, em uma coorte menor de pacientes de DM1, o controle da glicemia é dificil, 1abil,
mesmo com a manutencdo de regimes intensivos de administracdao de insulina, seja por
administragdo intravenosa convencional ou com o uso de bombas de insulina. Dessa forma,
em geral, o controle da glicemia utilizando insulina exdgena serd imperfeito mesmo
utilizando as melhores condicdes de monitoramento da glicemia e de administracdo da
insulina, problematica esta que motiva a busca por vias alternativas para substituir as ilhotas
pancreaticas danificadas durante o desenvolvimento de DM1 por tecido vidvel e funcional.

O primeiro transplante de pancreas realizado com sucesso ocorreu em 1966, tendo
sido um transplante duplo rim-pancreas, no qual o paciente apresentou normoglicemia por

aproximadamente dois meses (KELLY et al., 1967). Atualmente, o transplante de pancreas
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estd associado a uma melhora na qualidade de vida e até mesmo a reversao de algumas
complicacdes tardias associadas ao DM1 (FIORETTO et al.,, 1998). Porém, apesar das
constantes otimizacdes, os beneficios que o transplante de pancreas 6rgao total proporciona
sdo acompanhados dos maleficios de um regime imunossupressor e de uma intervencao
cirargica de grande porte, sendo indicada a poucos pacientes, usualmente apenas aqueles
gue necessitam de transplante renal e dependem de um bom funcionamento do pancreas
para o sucesso dos tratamentos.

Por tratar-se de um procedimento tecnicamente mais simples, que apresenta baixa
morbidade pela simplicidade cirurgica, com infusdo de pequena massa de enxerto e pela
eliminacdo de possiveis complicagcbes associadas a presenca das enzimas exdcrinas,
presentes no transplante de pancreas érgdo total, o transplante de ilhotas pancreaticas é
uma alternativa interessante ao transplante de pancreas 6rgdo total. A primeira tentativa de
isolar e transplantar ilhotas pancreaticas foi descrita em 1972 em ratos com diabetes
guimicamente induzida (BALLINGER; LACY, 1972). Apds cinco anos, o primeiro transplante de
ilhotas pancreaticas em humanos foi realizado (NAJARIAN et al., 1977). Desde entdo, muitos
esforcos e um progresso significativo resultaram na publicacdo do Protocolo de Edmonton,
em 2000, o qual possibilitou atingir independéncia de insulina em sete pacientes de DM1
qgue receberam ilhotas de miultiplos doadores e foram tratados com protocolo
imunossupressor livre de esteroides (SHAPIRO et al., 2000). Nas ultimas trés décadas, as
técnicas de isolamento e de transplante de ilhotas pancredaticas deixaram de ser
procedimentos experimentais e se tornaram procedimentos clinicos de rotina, com eficacia
satisfatoria em pacientes de DM1. O tratamento é oferecido apenas para pacientes
selecionados com DM1 instavel, episddios hipoglicémicos graves e labilidade glicémica que

ndo podem ser estabilizados através da terapia com insulina, bombas de insulina ou terapias
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continuas de monitoramento de glicose. O critério de inclusdo compreende quadro de DM1
por mais de cinco anos e idade acima de 18 anos, para evitar o risco de imunossupressao em
pacientes pediatricos. O transplante de ilhotas pancreaticas ja é aprovado e reembolsavel
por companhia de seguro ou coberto por Sistemas Nacionais de Salide em diversos paises,
incluindo Canadd, Australia, Reino Unido, Suica, Itdlia, Franca e outros paises da Europa.
Mais de 1.500 procedimentos ja foram realizados ao redor do Mundo, incluindo 864
transplantes alogénicos e 480 transplantes autdlogos (COLLABORATIVE ISLET TRANSPLANT
REGISTRY (CITR), 2016).

O processo de isolamento e de purificacdo de ilhotas pancredticas a partir de pancreas
humanos envolve multiplas etapas que duram de 5-7 horas para extrair a pequena fragao de
ilhotas pancreaticas, a qual representa apenas de 1-2% da massa pancredtica total. A
digestdao enzimatica e mecanica, a purificacdo e a cultura sdo a abordagem estabelecida para
a preparac¢ao de um produto final de ilhotas enriquecidas em <5 cm?® de tecido, massa que é
considerada segura para infusdo pela veia porta, tornando o transplante de ilhotas um dos
procedimentos de transplante mais seguros e simples (VENTURINI et al., 2005). Recomenda-
se o transplante de mais de 5.000 equivalentes de ilhotas (IEQ) por kg do peso corporal do
receptor, no entanto, frequentemente, ndo é possivel obter massa de ilhotas suficiente a
partir de um Unico pancreas doado, os quais apresentam grande escassez e alta demanda,
limitando a aplicabilidade da terapia de reposicdao (SHAPIRO; POKRYWCZYNSKA; RICORDI,
2017).

A independéncia de insulina apds o transplante de ilhotas pancreaticas é atingida em
até 80% dos pacientes com quadro favoravel, o que inclui auséncia de autoanticorpos contra
ilhotas pancreaticas, massa de ilhotas pancreaticas infundidas >5.000 IEQ/kg, curto periodo

de armazenamento do 6rgao processado no isolamento de ilhotas, indugcdo e manutencao
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de terapia imunossupressora adequada (COLLABORATIVE ISLET TRANSPLANT REGISTRY
(CITR), 2016). Aproximadamente 50% dos pacientes permanecem independentes de
insulina nos primeiros cinco anos apds receberem o transplante, quando o regime
imunossupressor é adequado (GRUESSNER, 2011). Dos pacientes que foram monitorados
por até 10 anos apds o transplante de ilhotas pancredticas, 73% demonstraram niveis de
hemoglobina glicada (HbA1c) corrigidos e producdo de peptideo-C, além de protecdo contra
episoddios hipoglicémicos severos. Porém, a independéncia de insulina ndo foi durdvel em
longo prazo e a maioria dos pacientes retomou o uso de pequenas quantidades de insulina.
As razbes para a perda de funcionalidade do enxerto sdo associadas a rejeicdao imune e a
recorréncia de autoimunidade ou a exposicdo cronica a agentes imunossupressores
diabetogénicos (PEPPER et al., 2013).

Em 2015, um estudo de fase Ill, realizado em diversos centros especializados,
confirmou que o transplante de ilhotas pancreaticas € um tratamento seguro e eficaz para
pacientes com DM1 complicado por quadros severos de hipoglicemia (HERING et al., 2016).
Entretanto, a oferta limitada de pancreas de doadores falecidos e a necessidade de
imunossupressao cronica dos receptores sdo fatores que limitam a aplicabilidade do
transplante de ilhotas pancredticas em pacientes de DM1. Alternativas que dispensem o uso
de imunossupressores em associacdo ao transplante de ilhotas pancreaticas, como o
revestimento das células com materiais biocompativeis e imunoprotetores, eliminam o risco
de imunossupressdo cronica e permitem que o transplante alogénico também seja indicado
para pacientes jovens (menos de 18 anos de idade) e aqueles com DM1 mais estavel. Se o
transplante de ilhotas pancreaticas visa evitar as complicacdes cronicas do DM, a habilidade
de oferecer essa terapia durante os primeiros estagios da doenca ira maximizar seu

potencial terapéutico. Quando a questao da tolerancia imune for contornada e a terapia de
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reposicao for estendida a um nimero maior de pacientes, haverd um aumento dramatico na
demanda por células produtoras de insulina (insulin producing cells, IPCs). Dessa forma, sera
fundamental identificar fontes ilimitadas e financeiramente viaveis de IPCs, como as IPCs
derivadas de células-tronco.

Neste trabalho foram estudadas duas estratégias terapéuticas, que visam oferecer
solucbes aos fatores limitantes do transplante de ilhotas pancredticas: a baixa
disponibilidade de células para a terapia de reposi¢cdo e a necessidade de imunossupressao.
Na primeira parte do trabalho, o mecanismo molecular que dirige o processo de
diferenciacdo de células-tronco embrionarias murinas (murine embryonic stem cells, mESCs)
em IPCs foi analisado visando otimizar o processo de diferenciacdo. Nés selecionamos o
gene Thioredoxin interacting protein (Txnip), que é diferencialmente expresso ao longo da
diferenciacdo B-pancreatica, e realizamos uma analise funcional deste gene em linhagens
celulares de células-B pancredticas e de mESCs, que foram diferenciadas em IPCs. Além
disso, os resultados observados in vitro foram validados in vivo no modelo de zebrafish. Na
segunda parte deste trabalho, um biomaterial inovador foi desenvolvido contendo um
polimero de laminina (polilaminina, PLn). A producdo de microcapsulas biocompativeis e
estaveis com um componente de membrana extracelular visa preservar a funcionalidade das
células microencapsuladas e estabelecer um ambiente imunoprotegido para o
encapsulamento de ilhotas pancreaticas e células produtoras de insulina, eliminando a

necessidade de imunossupressao associada ao transplante de IPCs.
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2.1. Introdugao

Terapias envolvendo a substituicdo de células-B defeituosas constituem proposta
alternativa para o tratamento de Diabetes Mellitus. Para o diabetes mellitus tipo 1 (DM1),
esse conceito é amparado nos beneficios obtidos com o transplante de ilhotas pancreaticas.
Atualmente, o transplante de ilhotas pancreaticas de baseia no isolamento e na purificacdo
de ilhotas a partir de pancreas de doadores falecidos, os quais estdo sempre em grande
escassez e demanda. Sendo assim, é essencial o desenvolvimento de abordagens que
aumentem o suprimento de célula produtoras de insulina (insulin producing cells, IPCs) para
a terapia de reposicdao de células-B. Uma terapia alternativa interessante para o DM1 é o
transplante de células produtoras de insulina diferenciadas a partir de células-tronco.

As células-tronco (Stem Cells, SCs) sdo caracterizadas por duas propriedades principais:
sao células ndo especializadas, as quais se renovam, através de divisdao celular, por longos
periodos de tempo, sem se diferenciarem em outros tipos celulares, porém apresentam o
potencial de se desenvolverem em diferentes tipos celulares especializados, em certas
condicGes fisioldgicas ou experimentais, através do processo de diferenciacdo celular. Esse
processo pode ser induzido por sinais internos, como a restricio ou a expressdo de genes
chave, ou externos, como as moléculas indutoras da diferenciacdo celular, o contato fisico e
0 microambiente molecular.

As SCs podem ser classificadas de acordo com o grau de plasticidade, que é a
habilidade de se diferenciarem na totalidade ou apenas em uma parte das diferentes
linhagens celulares. O zigoto, resultante da fusdo dos gametas feminino e masculino, é uma
célula totipotente, podendo originar células de todos os tecidos do organismo, inclusive a
placenta e os anexos embriondrios. Apds quatro dias de divisGes mitdticas, o zigoto gera o

blastocisto. As células-tronco embrionarias (Embryonic Stem Cells, ESCs) derivadas da massa
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celular interna do blastocisto, sdo pluripotentes e podem gerar células dos trés folhetos
embrionarios (endoderme, ectoderme e mesoderme), porém, ndo geram tecidos extra-
embrionarios. As ESCs murinas (mESCs) foram isoladas em 1981 (EVANS; KAUFMAN, 1981),
sendo que, seu estudo permitiu a obtencdo de ESCs humanas (hESCs) em 1998 a partir de
embrides humanos (THOMSON et al.,, 1998). O transplante de hESCs em camundongos
imunodeficientes revela outra caracteristica de células pluripotentes, ou seja, a capacidade
de gerar teratomas, que sdao tumores compostos por tecidos de todas as linhagens celulares.
Em 2006, através da inducdo da expressdo de um conjunto de fatores de transcricdo,
incluindo Oct4 (octamer-binding transcription factor 4), Sox2 (sex determining region Y-box
2), c-Myc, e Klf4 (kruppel-like factor 4), foi possivel reprogramar células adultas murinas
especializadas em células-tronco pluripotentes, as chamadas células-tronco de pluripoténcia
induzida (induced pluripotent stem cells, iPSCs) (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006). O mesmo
objetivo foi alcancado com células humanas em 2007 (TAKAHASHI et al., 2007), gerando
células com potencial de diferenciacdo em células dos trés folhetos embriondrios. Em
contraste, as células-tronco adultas (adult stem cells, ASCs), ja identificadas em varios érgaos
e tecidos, sdo multipotentes, apresentando potencial de diferenciacdo restrito a apenas
algumas linhagens. Devido a suas caracteristicas, as SCs possuem grande potencial para o
futuro terapéutico do DM1. O objetivo da terapia regenerativa, de modo geral, é estabelecer
uma fonte renovavel e segura de SCs as quais, quando diferenciadas nas células-alvo,
possam constituir uma fonte inesgotavel de células diferenciadas para o tratamento de
diferentes doencas degenerativas.

Muitos esforcos tém sido feitos para viabilizar a obtencdo de células-B a partir da
diferenciacdo de SC, com base nos conhecimentos acerca do processo natural de

desenvolvimento das células-B. Os protocolos de diferenciacdo buscam otimizar as
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condicbes de cultivo celular através da complementacdo do meio de cultivo das células
progenitoras com as concentra¢des adequadas e pelo tempo necessdrio de constituintes que
atuam nas vias de sinalizacdo-chave (ativacdo ou inibicdo), de forma a conduzir a

diferenciagao gradual destas células mimetizando o desenvolvimento B-pancreatico natural.

2.1.1. Embriologia e organogénese pancreatica em murinos

O desenvolvimento pancreatico em camundongos comeg¢a no dia embrionario 8.5,
tendo sua origem em duas porg¢des do intestino primitivo e sendo dirigida pela expressao de
fatores de transcricao especificos (Figura 2). A partir da endoderme do intestino primitivo,
ocorre a especificacdo dos brotos pancreaticos ventral e dorsal. Os brotos sdo diferenciados
a partir de células progenitoras multipotentes presentes na endoderme, as quais expressam
os fatores de transcricdo Pdx1 (pancreatic and duodenal homeobox 1), Ptfla (pancreas-
specific transcription factor 1a) e Foxal/2 (Forkhead Box A1/2) (BURLISON et al., 2008). Para
gue ocorra a especificacdo em célula progenitora pancredtica, a expressao de Pdx1 e de
Ptfla é acompanhada por outros fatores de transcricdo, como Sox9 (sex determining region
Y-box 9) e Hnf168 (hepatocyte nuclear factor 18) (GAO et al., 2008; HAUMAITRE et al., 2005;
LYNN et al., 2007). A expansdo dos brotos, processo que, em camundongos, é conhecido
como primeira transicdo pancredtica, depende de sinais oriundos de tecidos adjacentes, a
mesoderme cardiaca secreta fatores, como o acido retindico, que alcancam, em baixa
concentracdo, a regido que dara origem ao pancreas ventral, permitindo o desenvolvimento
pancreatico (BASTIDAS-PONCE et al., 2017). Por outro lado, a notocorda e a aorta dorsal
secretam fatores, como Fgf2 (fibroblast growth factor 2) e Activina, possibilitando o

desenvolvimento do pancreas dorsal (BASTIDAS-PONCE et al., 2017).
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Figura 2: Representacdo esquematica dos fatores de transcricdo envolvidos nas principais etapas de
especificacdo das linhagens pancreaticas, que culminam na especificacdo das células-p.

Durante o desenvolvimento dos brotos ventral e dorsal, as células progenitoras
multipotentes se proliferam e formam um epitélio multicamadas. O broto ventral “gira” em
direcdo ao broto dorsal e se funde, enquanto o epitélio pancreatico é progressivamente
ramificado em dominios de ponta, contendo células que expressam Ptfla e se
comprometem com a linhagem acinar, e dominios de tronco, nos quais as células expressam
Sox9, Nkx6.1 (NK6 homeobox 1), Hnflb e Pdx1 (BASTIDAS-PONCE et al.,, 2017),
representando células progenitoras bi-potentes enddcrinas e ductais. O processo de
ramificacdo é conhecido como segunda transicdao pancredtica, sendo compartilhado entre
murinos e humanos. Os dois dominios sdao delimitados por uma membrana basal, composta,
principalmente, por Laminina-1, Colageno V e Fibronectina, a qual separa o epitélio do
mesénquima (HISAOKA; HARATAKE; HASHIMOTO, 1993). A ramificacdo em dominio de
ponta ou de tronco, ou seja, a diferenciacdo enddcrina/ductal em detrimento da exdcrina, é
mediada pela via de Notch, a qual inibe o fator de transcricdo Ngn3 (neurogenin 3).

Enquanto células Ngn3-positivas estao destinadas a linhagem enddcrina, células em que a
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via de Notch inibe a expressdo de Ngn3, podem se comprometer a linhagem exdcrina,
expressando fatores como o Ptfla (WILSON; SCHEEL; GERMAN, 2003).

Na verdade, o regulador mestre da formacao enddcrina é Ngn3, uma vez que, quando
expresso nas células progenitoras bi-potentes enddcrinas e ductais, induz a expressao de
diversos genes enddcrinos especificos, como NeuroD1 (Neuronal differentiation 1), Pax4
(Paired box gene 4) e Nkx2.2 (Nirenberg and Kim homeobox factor 2.2), desencadeando o
comprometimento enddcrino e a de-laminagdo do epitélio (MAGENHEIM et al., 2011). Os
fatores de transcricdo passam entdo a ser progressivamente restritos a tipos celulares
enddcrinos especificos, como, por exemplo, Arx (Aristaless related homeobox) e Pax4, sendo
ambos alvos de Ngn3 e expressos de forma balanceada nas progenitoras enddcrinas,
passando a exercer inibicdo reciproca, de modo que células que expressam altos niveis de
Arx se tornam células-a e células que expressam altos niveis de Pax4 se tornam células-p
(COLLOMBAT et al., 2005; SOSA-PINEDA et al., 1997). Durante o desenvolvimento, a
expressao de Nkx6.1 e Pdx1 se torna restrita as células-B e progressivamente mais alta,
assim como a expressdao de Nkx2.2, que, nas células progenitoras Ngn3-positivas, possui
funcdo dupla ao interagir com diferentes fatores de transcricdo, reprimindo NeuroD para
formar células-a ou induzindo NeuroD e inibindo Arx para formar células-B (BASTIDAS-
PONCE et al., 2017). Para que ocorra a maturacdo das células-B, a expressao de MafB (v-maf
avian musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog B) é diminuida e esse fator de
transcricdo se torna progressivamente restrito as células-a, nas quais define a maturacdo e a
identidade celular (ARTNER et al., 2007). Ja nas células-B ocorre a troca entre a expressao de
MafB por MafA (v-maf avian musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog A), o que
é crucial para a maturacao celular (NISHIMURA et al., 2006). MafA esta sob o controle de

fatores de transcricdo especificos de células-B, como NeuroD, Nkx6.1, Nkx2.2 e FoxaZ2,
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atuando com Pdx1, Nkx6.1 e NeuroD para regular a transcricdo do gene codificador da
insulina (BASTIDAS-PONCE et al., 2017).

Apds a de-laminacdo das células progenitoras enddcrinas do tronco epitelial, essas
células migram dentro do mesénquima e, finalmente, diversas células enddcrinas se
agregam para formar as ilhotas pancreaticas. As ilhotas formadas mantém contato préximo
com células endoteliais e neurdnios, que podem influenciar a arquitetura e a funcao das
ilhotas. Apds o nascimento, as células-B sofrem maturagdo para atingir o seu fenétipo final
capaz de responder a glicose, com aumento da producado e da secre¢do de insulina, sabendo-
se que esse processo é regulado por fatores de transcricdo como MafA, Nkx2.2, Pdx1 e
Foxa2, porém, ainda ndo se sabe como as células-B atingem o estado de completa

maturagao.

2.1.2. Células-tronco como fonte de células produtoras de insulina

Visando estabelecer fontes alternativas para aumentar a disponibilidade de células-
ou de IPCs para o tratamento de DM1, diferentes populacées celulares sdo estudadas (Figura
3). Ainda existe muita controversa quanto a existéncia de ASCs no pancreas. As ASCs sdo
encontradas entre as células diferenciadas de um tecido, podendo se auto-renovar e
também se diferenciar, porém, exclusivamente, em tipos celulares do tecido no qual
residem. Diferentes populacGes de ASCs ja foram identificadas a partir de diversos tecidos
adultos, incluindo a medula dssea, tecido neural, pele, retina, tecido muscular, entre outros.
O papel principal das ASCs num organismo é manter e reparar o tecido no qual sdao
encontradas. Considera-se a conversao de um tipo celular em outras linhagens, passando
por um estagio progenitor (desdiferenciacdo) ou ndo (transdiferenciacdo), o principal

mecanismo de reparagdo pancreatica. Dessa forma, o reparo pancredtico é atribuido,
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principalmente a: 1) progenitoras facultativas, células ductais e centro-acinares que se
desdiferenciam para um estado similar aquele de células progenitoras, adquirindo
caracteristicas de multipoténcia em condicées de ndo-homeostase; 2) transdiferenciacéo,
por conversdao direta de uma célula especializada em outro tipo celular também
especializado, sem a passagem por um estado desdiferenciado similar a células

progenitoras; 3) simples proliferacdo compensatoéria.

células adultas

B a acinar ductal MSCs ESCs iPSCs especializadas
-
- . © . &5 &8 — o .
=} o
el o z% '8 'S,
,g . lBl U":g g ] ig lg
g g g 3|8 S[3 & &
© o E Q\m o 3 s
— Q o =St 36 o =]
o 5 — Q c c
W o by el olE @ @
= h= ) ol et = =
o o e Y= | = =lo ] a
s o] a 5@ T|c 4 =
=1 c o T = a3 o o
o - Fia=] L
] |

P
B/IPCs

Figura 3: Fontes alternativas para a obtencdo de células-f ou de IPCs para o tratamento de DM1.

Em condi¢cdes de alta demanda metabdlica, como a gravidez ou a obesidade, o
pancreas é capaz de se adaptar, aumentando a massa de células-B, principalmente por auto-
replicacdo e hipertrofia celular (BONNER-WEIR, 2000; LINGOHR; BUETTNER; RHODES, 2002).
Porém, o pancreas possui uma taxa de renovacao extremamente baixa em condi¢des
fisioldgicas, especialmente o compartimento enddcrino. A velocidade de replicacdo de
células-B cai de 3% nas células-B fetais para menos de 0,5% aos seis meses de idade,
chegando a niveis ainda mais baixos na idade adulta (KASSEM et al., 2000; PERL et al., 2010;
TETA et al.,, 2005). Além disso, existe um balanco entre a funcionalidade de células-p
maduras e a habilidade de expansao, pois células-B maduras adotam um estado menos

funcional quando estimuladas com sinais proliferativos (PURI et al., 2018). Dessa forma, a
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regeneracdo de células-B baseada na inducdo da replicacdo das células pré-existentes tem
aplicabilidade limitada.

Células multipotentes com potencial de proliferacio em agregados sdo descritas nas
ilhotas pancreaticas, nos ductos pancreaticos e nas jungdes entre acinos e as terminacdes
ductais, as células centro-acinares (KOPP; GROMPE; SANDER, 2016). Células ductais adultas
contribuem para a formacdao de células enddécrinas in vivo, em condicdes normais e,
principalmente, quando ocorre a necessidade de regeneracdo (XU et al., 2008a), pequenos
agregados enddcrinos se formam adjacentes aos ductos pancreaticos, especialmente apds
injuria, indicando a existéncia de células progenitoras facultativas nos ductos pancredticos
(BOUWENS; PIPELEERS, 1998; PESHAVARIA et al., 2006; WANG; KLOPPEL; BOUWENS, 1995;
XU et al.,, 2008a). Assume-se que essa seja uma via possivel de regeneracdo pancreatica,
principalmente pela observacao de que células enddcrinas se originam a partir de estruturas
ductais durante o desenvolvimento fetal (GU; BROWN; MELTON, 2003). Além disso, células
ductais também podem ser reprogramadas in vivo pela inducdo da expressdao do fator de
transcricdo Pax4, importante regulador da diferenciacdo de células-B (AL-HASANI et al.,
2013).

Apesar de estudos in vivo fornecerem resultados contraditérios quanto a capacidade
de células acinares de gerar células-B em resposta a injuria, as células acinares possuem
plasticidade intrinseca, que as tornam capazes de assumir o fendtipo B-pancredtico em
resposta a introducdo de apenas alguns genes. A inducdo da expressdo de trés fatores de
transcricdo B-pancreaticos, Pdx1, Ngn3 e MafA, no pancreas exécrino de camundongos, foi
suficiente para converter acinos em células-B (ZHOU et al., 2008). A plasticidade das células
acinares é ainda mais pronunciada in vitro, adotando, espontaneamente, um fenétipo

similar ao de células progenitoras e adquirindo a habilidade de se diferenciarem em células-
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B (JIANG et al., 2007b). O tratamento com Egf (epidermal growth factor), Lif (leukemia
inhibitory factor) ou a superexpressdao de Pdx1, MafA, Ngn3 e Pax4 possibilitam a
diferenciacdo de células acinares em células-B (DEMCOLLARI; CUJBA; SANCHO, 2017).

Uma fonte celular mais ébvia para a obtencdo de células-B é a propria ilhota
pancreatica, pois suas células constituintes compartilham muitas etapas de
desenvolvimento. Ja foi demonstrado que, apds injuria e ablacdo total das células-B, células-
a podem se converter em células-B in vivo pela superexpressao induzida de Pax4 (THOREL et
al., 2010), mecanismo que pode ser mimetizado quimicamente através da inibicdo de Arx,
um repressor de Pax4, com tratamento de 4acido gama aminobutirico (GABA) ou
Artemisinina (AL-HASANI et al., 2013; BEN-OTHMAN et al.,, 2017). Também é possivel
converter outros tipos celulares enddcrinos em células-B, como ocorre com as células-6
quando a injuria causa ablagdo das células-B (CHERA et al., 2014). As ilhotas pancredticas
adultas também contém uma populacdo distinta de células que expressam Nestina, um
marcador de células-tronco neuronais. As células Nestina-positivas foram isoladas de
pancreas adultos, murinos e humanos, preservam capacidade proliferativa e podem ser
diferenciadas in vitro em células enddcrinas (MARIA-ENGLER et al., 2004; ZULEWSKI, 2008).

A identificacdo de ASCs pancredticas apresenta a vantagem de possibilitar um
transplante autélogo, com a possibilidade de inducdo da expansdao compensatdria in vivo,
porém, além de sua propria existéncia ser questiondvel, essas células possuem menor
capacidade de proliferacdo e a baixa taxa de reparo pancredtico in vivo indica que ndo sejam
uma boa fonte de obtencdo celular para a terapia de reposi¢do. Por esses motivos, diversos
grupos de pesquisa buscam utilizar outros tipos de ASCs mais abundantes e ubiquamente
presentes no organismo, o que é o caso das células-tronco mesenquimais (Mesenchymal

Stem Cells, MSCs), as quais sdo rotineiramente isoladas e expandidas a partir do estroma de
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medula éssea, do tecido adiposo e do corddo umbilical (MOSNA; SENSEBE; KRAMPERA,
2010). As caracteristicas que definem as MSCs sdo a capacidade de aderir ao plastico, de se
diferenciar em gordura, cartilagem e o0sso, assim como a presenca de alguns marcadores de
superficie, como CD73, CD90 e CD105. Porém, as populacdes de MSCs ja estabelecidas sao
heterogéneas, com diferentes taxas de proliferacdo e presenca de marcadores celulares e
epigenéticos diversos, sendo as variacdes observadas tanto entre populacdes celulares
obtidas a partir de um mesmo tecido quanto em populagdes celulares de um mesmo doador
(DOMINGUEZ-BENDALA; RICORDI, 2012). Partindo dessa perspectiva, ainda ndo foi
estabelecido um método otimizado para a diferenciacdo de MSCs que resulte em células-B
maduras e os esforgos nesse sentido podem ser dispersos pela tentativa de utilizar
diferentes fontes de MSCs, cada qual com diferentes tendéncias a se diferenciarem em
células-B. Além disso, MSCs e células-B ndo compartilham a mesma origem embriolégica, o
que limita a aplicabilidade as MSCs (DOMINGUEZ-BENDALA; RICORDI, 2012). Dessa forma,
apenas sucesso parcial é reportado na diferenciacdo de MSCs de diferentes fontes, incluindo
MSCs obtidas a partir de tecido pancredtico acinar e ductal, gordura, fluido aminiético,
sangue de corddo umbilical e placenta, medula éssea, endométrio e até mesmo de ilhotas
pancredticas, em células produtoras de insulina (DOMINGUEZ-BENDALA; RICORDI, 2012).
Atualmente, acredita-se que as MSCs encontrem maior aplicabilidade por fornecerem um
microambiente imuno-modulatério e pré-angiogénico favoravel para o sucesso do enxerto
de outros tipos celulares (ABDI et al., 2008; WU et al., 2007). Isso ocorre devido a secrecao,
por estas células, de diversos agentes tréficos, como fator de crescimento nervoso, fator de
crescimento de fibroblastos basico, fator de crescimento endotelial vascular, fator
neurotroéfico derivado de cérebro, fator de crescimento de insulina-1 e fator de crescimento

de hepatdcitos (XU et al., 2008b). Resultados favordveis sdo observados no co-transplante
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de ilhotas pancredticas com MSCs (BALL et al., 2007; FANG et al., 2009; JOHANSSON et al.,
2008; LEE et al., 2008; NOORT et al., 2002), o mesmo sendo esperado para as IPCs derivadas
de SCs.

As ESCs e as iPSCs, chamadas de células-tronco pluripotentes (Pluripotent Stem Cells,
PSCs), possuem caracteristicas semelhantes, incluindo a morfologia, a expressdo de genes de
pluripoténcia, o perfil do ciclo celular, a capacidade de auto-renovacdo, a capacidade de
induzir a formacao de teratomas e de se diferenciar em qualquer tipo celular do organismo
adulto, incluindo em células-B pancreaticas, através dos mesmos protocolos (ABDELALIM et
al., 2014). Atualmente, busca-se viabilizar a aplicacao clinica de iPSC através de tecnologias
de reprogramacao celular livres de transgenes, o uso de células mais acessiveis, como as
células sanguineas, e o desenvolvimento de protocolos de expansdo e diferenciacao
adequados para a pratica clinica e em larga escala.

Para fins de transplante, as ESCs permitem o transplante alogénico, o que pode causar
a ativacdo do sistema imune, demandando o uso de imunossupressores. Outros problemas
relacionados ao uso de ESCs sdo as questdes de cunho ético e o risco de cancer, que decorre
da contaminacdo das células diferenciadas transplantadas com células indiferenciadas. O
transplante autélogo de células-B obtidas a partir de iPSC diminui o risco de rejeicdo imune.
Entretanto, as iPSC sdo obtidas através de manipulacdo génica, incluindo a expressao de
oncogenes, como c-Myc. De maneira geral, as iPSCs sdao consideradas a mais importante
ferramenta para a Medicina Regenerativa do DM, porém, estudos adicionais in vitro e in vivo
sdo necessarios para determinar a seguranca e a estabilidade dessas células. Atualmente, os
guatro testes clinicos aprovados para o tratamento de DM utilizando PSCs sdao baseados em

ESCs (MARTIN, 2017).
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2.1.3. Protocolos para diferenciacao B-pancreatica

A obtencdo de células B-pancreaticas a partir de PSCs, pela agregacdao de ESCs em
estruturas esferdides chamadas de corpos embridides (CEs), de forma a ativar a
diferenciacdo, mimetizando os estagios iniciais da embriogénese, e pela posterior selecdo de
células Nestina-positivas, foi inicialmente descrita em 2001 (LUMELSKY et al., 2001). Apesar
de estudos posteriores demonstrarem que, diferentemente do que se acreditava, Nestina
ser dispensavel no desenvolvimento natural de células B-pancredticas (TREUTELAAR et al.,
2003), a estratégia de selecdo de células Nestina-positivas, seguida da expansao,
diferenciacdao e maturagdao em células produtoras de insulina, é capaz de gerar agregados de
IPCs, que secretam insulina em resposta a glicose, porém, em niveis insuficientes para a
reversdao do diabetes em camundongos diabetizados. Essa estratégia foi aprimorada em
2004 pela dissociagdao dos CEs e cultivo das células individualizadas, de forma a maximizar a
exposicdao ao meio de diferenciacdao, que passou a conter os fatores neuronais N2 e B27 e
nicotinamida (SEGEV et al., 2004). Ao final do protocolo, as células expressam diversos
marcadores pancreaticos e sdo capazes de processar pro-insulina em insulina (SEGEV et al.,
2004). Os protocolos passaram entdo a utilizar fatores de crescimento, como Activina A e
BMP4 para dirigir a diferenciagao de culturas de CEs em endoderme definitiva (PHILLIPS et
al., 2007). Apés o transplante das progenitoras pancredticas obtidas através desse método
em camundongos diabéticos, as células mantiveram sua assinatura molecular, mas nao
foram capazes de restaurar a normoglicemia dos camundongos (PHILLIPS et al., 2007).

A partir de 2006, a diferenciacdo em células pancreaticas enddcrinas passou a ser feita
em cultura de monocamada por diferenciacao direta, através de estdgios especificos para a
obtencdo de endoderme definitiva, endoderme do tubo intestinal, endoderme pancredtica

e, finalmente, progenitoras enddcrinas (D’AMOUR et al., 2006). As progenitoras enddcrinas
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eram entdo diferenciadas em células produtoras de insulina, porém, muitas ainda
expressavam mais de um tipo hormonal, sugerindo que ainda eram imaturas. Muitos grupos
passaram entdo a buscar condig¢des de cultivo livres de soro fetal bovino (SFB) (JIANG et al.,
2007a, 2007b), de forma a permitir a adaptacdo do protocolo de diferenciacdo para uso
clinico em humanos, e a substituicdo de fatores de crescimento recombinantes por
pequenas moléculas, de forma a reduzir os custos do protocolo (BOROWIAK et al., 2009;
CHEN et al., 2009).

Como as células derivadas de PSCs até entdo ainda eram células enddcrinas imaturas,
um novo padrdo de diferencia¢do foi estabelecidos na literatura, no qual se passou a utilizar
a maturacdo in vivo de progenitoras pancredticas em células-B funcionalmente maduras
(BASFORD et al., 2012; KROON et al., 2008; MATVEYENKO et al., 2010; REZANIA et al., 2012;
SCHULZ et al.,, 2012; SHIM et al.,, 2007). As hESCs passaram a ser diferenciadas em
endoderme pancreatica e implantadas em camundongos normais para que, de 3 a 6 meses
pos-implante, fossem obtidas células enddcrinas maduras capazes de secretar insulina em
resposta a glicose. Posteriormente, demonstrou-se a possibilidade de maturar progenitoras
pancreaticas em células similares as B-pancredticas pela maturacdo em camundongos
diabéticos, uma abordagem clinicamente mais relevante (REZANIA et al., 2012).

Apesar de gerar células-B maduras, a maturacdo in vivo ndo é uma estratégia vidvel do
ponto de vista pratico e clinico e a obtencdo de células B-pancreaticas maduras in vitro
continuou a ser de grande interesse para a comunidade cientifica. Um grande avanco na
area de diferenciacdo de PSCs em células produtoras de insulina foi obtido em 2014, quando
dois grupos de pesquisa independentemente, foram capazes de estabelecer culturas de
células-f maduras e mono-hormonais in vitro a partir de PSCs. Rezania et al descreveram um

protocolo de sete etapas para a diferenciacdo de PSCs em células-B in vitro (REZANIA et al.,
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2014), sendo que as células resultantes sdo capazes de produzir a mesma quantidade de
insulina que ilhotas humanas, sendo capazes de reverter o diabetes 40 dias pds-implante em
camundongos diabéticos. Ao mesmo tempo, Pagliuca et al descreveram um protocolo capaz
de gerar, in vitro, bilhGes de células similares a células-B maduras, a partir de PSCs
(PAGLIUCA et al., 2014). Essas células-B sdo muito similares as células-B maduras, apesar de
ndo serem idénticas ao nivel transcricional, sendo capazes de responder ao estimulo de
glicose em camundongos diabetizados. Esse estudo inovador, envolvendo uso de
biorreatores para cultivo em larga escala, pode fornecer uma poderosa plataforma de alto
rendimento para obtenc¢do de células-B, visando a reversao do diabetes.

Nos ultimos anos, a diferenciacdo de PSCs em células-produtoras de insulina se
aproximou muito de seu objetivo principal, a obtencdo de células-B maduras, em larga
escala e a partir de um protocolo vidvel para a pratica clinica. Entretanto, ainda sao
observadas discrepancias entre as células-B obtidas a partir de PSC e as células-B adultas
humanas, como: o processamento ineficiente de insulina devido aos niveis elevados de pro-
insulina enddgena, a diminuicio do fluxo de Ca®**, bem como diferencas no perfil de
expressao genético, demonstrando que ainda ha espaco para otimizacdo dos protocolos de
diferenciacdo (AGHAZADEH; NOSTRO, 2017). Além disso, os protocolos atuais de
diferenciacdo se baseiam em estudos de high-throughput para determinar quais fatores
contribuem para a diferenciacdo de células B-pancreaticas, de forma que ainda ndo foram
esclarecidos quais mecanismos moleculares promovem a maturac¢ao das células-p.

O conhecimento acerca dos mecanismos moleculares que dirigem a organogénese
pancreatica estabelece os fundamentos para a existéncia da terapia de reposicdo tecidual
para pacientes diabéticos. Trabalho realizado no nosso laboratdrio, comparou o perfil de

expressao génica de IPCs com o de mESCs utilizando analise por DNA microarray (SILVA,
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2008). Este trabalho revelou mais de 1.870 genes diferencialmente expressos durante o
processo de diferenciacdo, entre os quais o gene Thioredoxin interacting protein (Txnip), que

foi um dos genes mais reprimidos durante a diferenciacdo de mESCs em IPCs.

2.1.4. Thioredoxin interacting protein (TXNIP)

A proteina TXNIP foi originalmente nomeada como proteina regulada positivamente
por Vitamina D3 (Vitamin D upregulated protein-1, VDUP-1), pois foi identificada na
linhagem celular HL-60 tratada com Vitamina D3 (1,25-dihidroxicholecalciferol, metabdlito
ativo da Vitamina D) (CHEN; DELUCA, 1994; NISHIYAMA et al., 1999). Porém, estudos
posteriores mostraram que o promotor de TXNIP n3ao possui elementos consenso de
resposta a Vitamina D3 e a transcricdo de TXNIP induzida por Vitamina D3 nao foi
confirmada em outros tipos celulares (LUDWIG et al., 2001). Posteriormente, a proteina
TXNIP foi identificada como uma das proteinas que interagem com Tiorredoxina (TXN),
levando a ser nomeada Proteina de ligacdo a TXN-2 (thioredoxin-binding protein-2, TBP-2)
(SHALEV, 2014), porém, atualmente, a designacdo TXNIP é predominante. Em ilhotas
humanas isoladas expostas a glicose, TXNIP é o gene que tem a expressdao mais fortemente
induzida, com aumento de 10 vezes em seus niveis de expressdo (SHALEV et al., 2002).

A transcricdo de Txnip regulada por glicose em células-f é mediada por um elemento
de resposta a carboidrato (cis-acting carbohydrate response element, ChoRE), que atua em
cis, sendo altamente conservado entre diversas espécies na regido proximal ao promotor de
Txnip (MINN; HAFELE; SHALEV, 2005) (Figura 4). O estimulo de glicose leva ao recrutamento
do fator de transcricdo conhecido como proteina de ligacdo ao elemento de resposta a
carboidrato (carbohydrate response element-binding protein, ChREBP) para ChoRE (CHA-

MOLSTAD et al., 2009). Uma vez associada a ChoRE, ChREBP forma heterodimeros com MLX
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(Max-like protein X), possibilitando a interacdo com p300, que atua como co-ativador e
estimula a acetilacdo de Histona H4, através de sua atividade histona acetiltransferase,
promovendo a ocupacao do promotor de Txnip por RNA polimerase Il, sendo que, dessa
forma, glicose induz a expressao de Txnip (CHA-MOLSTAD et al., 2009) (Figura 4). O mesmo
mecanismo de regulacdo é observado com o fator de transcricado MondoA, homélogo de
ChREBP, em outros tipos celulares (STOLTZMAN et al., 2008). Ja o fator de transcricdo Foxol
(Forkhead boxO1 transcription factor) compete pela ligacdo a ChoRE com ChREBP, de forma

a inibir a transcricdo de Txnip induzida por glicose (KIBBE et al., 2013).
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Figura 4: Representacdo esquematica do complexo de ativa¢do induzido por glicose no promotor de
Txnip. Glicose induz a ligagcdo de heterodimeros de ChREBP-MIx a ChoRE, de forma a recrutar p300
para o promotor. Através de sua atividade histona acetiltransferase, p300 estimula a acetilagdo de
histona H4 e promove a ocupacdo do promotor pelo complexo de RNA polimerase I, resultando na
transcricdo de Txnip. Adaptado de CHA-MOLSTAD et al., 2009.

TXNIP humana é uma proteina de 46-kDa ubiquamente expressa, com 391 residuos de
aminodacidos e codificada na regido 1921 do cromossomo 21 de humanos. TXNIP é altamente
conservada entre espécies, sendo que a de camundongos apresenta 94% de homologia com
a proteina humana, contendo 395 aminoacidos, sendo localizada em uma regido do
cromossomo 3 correspondente a sequéncia 1921 humana (CHEN; DELUCA, 1994;
NISHIYAMA et al., 1999). A sequéncia humana de TXNIP indica a presenca de dois dominios

do tipo arrestina e dois motivos PPxY no carboxi-terminal, sendo estruturalmente
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classificada como membro da familia das a-arrestinas (PATWARI et al., 2006). TXNIP possui
uma ponte dissulfeto intra-molecular entre as cisteinas 63 e 247, o que permite uma
interacdo eficiente com TXN (PATWARI et al., 2006). Por troca de ponte dissulfeto, a cisteina
247 de TXNIP forma uma ponte dissulfeto com a cisteina 32 do sitio catalitico de TXN
reduzida, o que suprime a fungdo antioxidante de TXN (PATWARI et al., 2006) (Figura 5). A
capacidade de se ligar a TXN torna TXNIP um membro singular da familia de a-arrestinas,
pois é o Unico membro com dominio de ligacdo a TXN (PATWARI et al., 2006).

Inicialmente, acreditava-se que a funcdo de TXNIP se devia principalmente a inibicao
da atividade de TXN e ao aumento do estresse oxidativo intracelular. O sistema TXN é
composto por NADPH (Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate), TXN redutase e TXN,
sendo um sistema antioxidante essencial para a protecdo de células contra o estresse
oxidativo através de sua atividade dissulfeto redutase. Em células de mamiferos, existem
duas isoformas de TXN: TXN 1 (TXN1) é principalmente localizada no citoplasma, podendo
ser translocada para o nucleo e TXN 2 (TXN2) é localizada apenas em mitocondrias (TANAKA
et al., 2000). TXNIP interage com TRX1 no citoplasma, impedindo a reducdo de proteinas
oxidadas, contribuindo para o aumento do estresse oxidativo e susceptibilidade a apoptose,
e TXNIP também é translocada para a mitocondria, onde se liga a TRX2 causando disfuncdo
mitocondrial (YOSHIHARA et al., 2014) (Figura 5). TRX2 se liga a ASK1 (Apoptosis signal
regulating kinase 1), uma importante MAPKKK (mitogen-activated protein kinase kinase
kinase), e, assim, impede a fosforilagcdo e ativacdo de ASK1 (SAXENA; CHEN; SHALEV, 2010)
(Figura 5). O aumento da ligacdo TXNIP-TXN2 reduz a interacdo entre ASK1-TXN2 e induz a
ativacdo de ASK1, causando liberag¢ao de citocromo C da mitocondria, clivagem de caspase 3
e apoptose (SAXENA; CHEN; SHALEV, 2010) (Figura 5). Da mesma forma que ocorre no

citoplasma, a translocacao de TXNIP para a mitocondria também aumenta o acumulo de
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espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen species, ROS), causando ativacdo do NLRP3
(NOD-like receptor Protein-3) (ABDERRAZAK et al., 2015; ZHOU et al., 2010). Uma vez
ativado, NLRP3 forma um grande complexo proteico chamado inflammasome que é
responsavel pela ativacdo de caspase-1 e caspase-5, o que culmina com a ativacdo
proteolitica de citocinas pré-inflamatérias e inducdo de apoptose (ABDERRAZAK et al., 2015;
ZHOU et al., 2010). Como um inibidor de TXN, TXNIP possui propriedades anti-proliferativas
e pro-apoptodticas. De fato, a inducdo da expressao de TXNIP torna diferentes tipos celulares
mais susceptiveis ao estresse oxidativo e a apoptose (JUNN et al., 2000; WANG; DE

KEULENAER; LEE, 2002), inclusive células-B (MINN; HAFELE; SHALEV, 2005).
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Figura 5: Representacdo esquemadtica das fungdes celulares de TXNIP. No citoplasma, TXNIP se
associa e inibe TXN1 e assim interfere com a habilidade de TXN1 de reduzir proteinas oxidadas,
resultando em estresse oxidativo e aumento da susceptibilidade a apoptose. TXNIP também entra na
mitocondria e interage com TXN2, liberando ASK1 de sua inibicdo por TRX2 e permitindo a
fosforilacdo e ativagdo de ASK1. Isso, por sua vez, leva a liberagdo de citocromo C das mitocéndrias,
clivagem da caspase-3 e apoptose. TXNIP também atua no ndcleo e modula a expressdo de diversos
genes alvos, incluindo importantes fatores de transcricdo de células-B, como MafA, o que resulta na
reducdo da transcricdo de insulina e na perda de fungdo as células-B. Adaptado de SHALEV, 2014.
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TXNIP também se localiza no nlcleo e afeta a expressdo génica através da regulacao
da expressdo de microRNAs (miRNAs) (XU et al., 2013) (Figura 5). De fato, em células B-
pancreaticas, a expressdao de TXNIP inibe a producdo de insulina através da inducdo da
expressao de miR-204, o qual funciona através da inibicdo de MafA, fator de transcricio que
se liga a regibes regulatdrias préximas ao promotor de insulina e ativa sua transcri¢cdo (XU et
al.,, 2013). TXNIP também regula negativamente a expressdao de miR-124A, um microRNA
que tem, como alvo direto, FoxA2, um fator de transcricdo que regula a expressdo de
polipeptidio amiloide de ilhotas (do inglés, islet amyloid polypeptide, IAPP) (JING et al.,
2014). IAPP se agrega em fibrilas insolaveis, encontradas em ilhotas de individuos com DM2,
e promove inflamacdo e citotoxicidade de células-B (KAPURNIOTU, 2001). Além disso, TXNIP
também induz a expressdao de miR-200 em células B-pancreaticas. Esse microRNA inibe o
fator de transcricdo Zeb1 (zinc finger E-box-binding homeobox 1), resultando em apoptose
de células-B (FILIOS et al., 2014). E interessante notar que a expressdo de miR124A, miR-200
e miR-204 é alterada na condicdo diabética de forma consistente com o aumento de
expressao de TXNIP (FILIOS et al., 2014).

Independentemente de sua propriedade de ligacdo a TXN, TXNIP regula a absorcdo de
glicose em tecidos periféricos, como musculo e gordura, atuando como um interruptor
sensivel a glicose e a insulina (Figura 6A). A inducdo da expressdao de TXNIP diminui a
captacao de glicose estimulada por insulina e, de forma oposta, a inibicdo de TXNIP estimula
a captacdo de glicose estimulada por insulina (PARIKH et al., 2007). Além disso, a expressdo
de TXNIP é induzida por glicose e inibida por insulina nos tecidos adiposo e muscular de
humanos (PARIKH et al., 2007), assim como em células B-pancreaticas (SHAKED et al., 2009).
A sinalizacdo de insulina estimula a captacdo de glicose em tecidos periféricos, facilitando o

“reabastecimento” pds-prandial. Por outro lado, o excesso intracelular de glicose induz



44

TXNIP, reduzindo a captacdo de glicose. Esse mecanismo pode servir como um interruptor
gue evita a absorcdo e o metabolismo excessivos de glicose, atribuindo a TXNIP a funcdo de

regulador fisiolégico da homeostase de glicose em humanos (MUOIO, 2007) (Figura 6A).
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Figura 6: Representagdo esquematica de modelos de regulacdo e acdo de TXNIP. (A) Glicose induz e
insulina suprime a expressdao de TXNIP em diversos tipos celulares. Além disso, a expressao induzida
de TXNIP reduz a captacdo de glicose, enquanto a inibicdo de TXNIP aumenta a captacdo de glicose.
Esse mecanismo sugere que TXNIP seja um interruptor homeostatico, sensivel a insulina e a glicose,
que regula a captacdo de glicose em tecidos periféricos. (B) TXNIP atua na glucotoxicidade em
células-B e impede a captacdo de glicose em tecidos periféricos, como musculo esquelético e tecido
adiposo. A deficiéncia de insulina e a hiperglicemia podem aumentar os niveis de TXNIP no musculo,
resultando na captacdo periférica de glicose defeituosa. As células B-pancredticas sdo inicialmente
capazes de compensar e secretar mais insulina, mas, eventualmente, a compensacdo falha. A
hiperglicemia resultante pode até elevar a expressdao de TXNIP pelas células-B, induzindo apoptose,
diminuindo a producdo de insulina e, dessa forma, estabelecendo um ciclo vicioso que esta

relacionado ao desenvolvimento de doencas como o DM2. Adaptado de PARIKH et al., 2007.

Na verdade, a expressao de TXNIP é fortemente relacionada ao estado da fosforilagao
oxidativa mitocondrial. A delecdo de TXNIP causa reprogramacdao do metabolismo celular,
promovendo a glicdlise aerdbica, sendo que células com deficiéncia em TXNIP apresentam
aumento da captacdo de glicose e acumulo de lactato (YU et al.,, 2010). Inibidores da
fosforilacdo oxidativa reprimem a transcricdo de TXNIP indiretamente por aumentarem a
velocidade da glicélise. O aumento do fluxo glicolitico diminui os niveis de importantes
intermediarios, como, por exemplo, glicose 6-fosfato e gliceraldeido 3-fosfato, que deveriam
contribuir para a funcdo dos fatores de transcricdo ChREBP e MondoA, sugerindo que a
expressao de TXNIP esta fortemente relacionada ao fluxo glicolitico (YU et al., 2010). TXNIP

também pode inibir a glicélise por diminuir a expressao de importantes enzimas glicoliticas



45

através da inibicdo da expressdao do fator de transcricdo induzido por hipdxia (hypoxia-
induced transcription fator, HIF1-a) (FARRELL et al., 2010). HIF1-a é responsavel pelo
aumento no metabolismo glicolitico por aumentar a transcricdo de enzimas glicoliticas
(CANTLEY et al., 2010). A relacdo entre a velocidade da glicdlise e a transcricdo de TXNIP
pode explicar alguns fendmenos relacionados a expressao de TXNIP. A maioria das células
cancerigenas apresentam altas taxas de glicélise. A maior parte do piruvato produzido por
glicdlise, ao invés de levar a producao de ATP, através do ciclo do acido tricarboxilico na
mitocéndria, que é muito mais eficiente em producdo energética, é fermentado a lactato
mesmo quando oxigénio estd presente e o ciclo do dacido tricarboxilico e a fosforilagdo
oxidativa estdao funcionais. Esse fendmeno é chamado de glicdlise aerdbica ou de efeito
Warburg (VANDER HEIDEN; CANTLEY; THOMPSON, 2009), ndo sendo completamente
compreendido. De fato, a expressdo de TXNIP em muitas linhagens cancerigenas é
fortemente inibida (BUTLER et al., 2002). E importante notar que células-tronco
pluripotentes (PSCs) dependem preferencialmente do metabolismo glicolitico (RYALL et al.,
2015), em consequéncia, sdo observadas mudancas no estado glicolitico quando ha
conversao de células somaticas em iPSC ou de PSCs em células diferenciadas (RYALL et al.,
2015).

Além disso, em células hepdticas expostas a glicose, o influxo de glicose culmina no
acumulo de metabdlitos que ativam os fatores de transcricdo ChREBP e MLX (WU et al.,
2013). Esses fatores induzem a expressdao de TXNIP, o qual ird induzir a internalizacdo de
GLUT1, suprimindo a captacdo de glicose (WU et al., 2013). TXNIP também suprime a
transcricdo de GLUT1 causando diminuicdo de GLUT1 a longo prazo e reducao da captacao
de glicose (WU et al., 2013). Em contraste, quando em condicOes de escassez energética, a

proteina quinase ativada por AMP (AMP-activated protein kinase, AMPK) é ativada,
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catalizando a fosforilacdo de TXNIP e bloqueando a endocitose de GLUT1, que é dependente
de TXNIP (WU et al., 2013). AMPK monitora o estado energético celular em resposta a
variacoes nutricionais, a baixa oferta energética resulta em ativacdo de AMPK, o que culmina
na supressdao do consumo e aumento da producdo de ATP, de forma a restaurar a
homeostase energética celular (MIHAYLOVA; SHAW, 2011). AMPK também regula a acdo dos
fatores de transcricdo ChREBP e MLX através da translocacdo nuclear dependente de
fosforilagdo e, assim, regula, indiretamente, os niveis de TXNIP (KAWAGUCHI et al., 2002). A
fosforilagdo causa a degradacdo de TXNIP dependente de proteassomo, promovendo o
aumento prolongado da captacdo de glicose e permitindo as células utilizar glicose como
fonte energética (WU et al., 2013). De maneira geral, TXNIP atua como um regulador do
influxo de glicose, refor¢cando seu papel como regulador da homeostase celular.

Em células-B, a expressdao de TXNIP é altamente regulada. De fato, TXNIP foi
inicialmente identificado como o gene mais induzido na resposta de ilhotas humanas
expostas a glicose (SHALEV et al.,, 2002), dado que foi posteriormente corroborado por
outros estudos (MINN; HAFELE; SHALEV, 2005). TXNIP causa aumento de estresse oxidativo
e a inducdo da expressdo de TXNIP em células-p promove apoptose (MINN et al., 2005;
MINN; HAFELE; SHALEV, 2005). Por outro lado, a inibicdo de TXNIP promove a sobrevivéncia
de células-B quando estas sdo expostas a altas concentracdes de glicose (CHEN et al., 2008b,
2010). Desta forma, TXNIP é considerado o link entre glucotoxicidade e apoptose de células-
B (CORBETT, 2008; SHALEV, 2008, 2014). TXNIP também regula o aspecto mais crucial da
funcdo B-pancreatica, ou seja, a producao de insulina, através da inducdo da expressao de
miR-204 e da inibicdo de MafA (XU et al., 2013). Vale notar que o aumento na expressao de

miR-204 e a diminuicdo de MafA e de insulina ndo foram observados apenas in vitro em
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resposta a superexpressdao de TXNIP em linhagens de células-B e em ilhotas humanas
primarias, mas também em diversos modelos murinos de diabetes (SHALEV, 2014).

A expressdo de Txnip é elevada em modelos murinos de DM, com grande impacto na
fungdo de células-B. A analise de ilhotas isoladas de camundongos obesos resistentes a
insulina e diabéticos, revela aumento de quase 10 vezes na expressdo de Txnip em
camundongos obesos diabéticos, quando comparados com controles normoglicémicos
magros (CHEN et al., 2008a). Também foi observado que pacientes com deficiéncia na
regulacdo de glicose apresentam niveis elevados de TXNIP plasmdtico e que os niveis de
TXNIP se correlacionam com a extensao da disfuncao das células B-pancredticas (ZHAO et al.,
2015). Sendo assim, TXNIP exerce diversas fungdes com grande impacto na sobrevivéncia e
funcdo de células B-pancredticas, assim como no desenvolvimento e progressdao de DM1 e
DM2, doengas marcadas pela perda ou diminui¢do de funcdo das células-p.

Uma linhagem de camundongo mutante HcB—19/Txnip'/', portadora de uma mutacao
espontanea em Txnip, foi identificada inicialmente como um modelo de Hiperlipidemia
combinada familiar (do inglés, Familial combined hyperlipidemia, FCH), a forma mais comum
de desordem genética que causa aumento de lipideos plasmaticos (CASTELLANI et al., 1998).
O gene Txnip nos camundongos HcB-19/Txnip'/' possui uma mutacdo inativadora nonsense
no éxon 2, cddon 97, que resulta em reducdo dramadtica nos niveis de mRNA e de proteina
(BODNAR et al., 2002). O modelo apresenta hipoglicemia e niveis plasmaticos elevados de
insulina, triglicerideos, corpos cetbnicos e acidos graxos (HUI et al., 2004; SHETH et al.,
2005). Estudos posteriores revelaram que TXNIP ndo esta associado com FCH em humanos.
Diferentemente dos animais normais, o mutante HcB—19/Txnip'/' apresenta aumento de trés
vezes em seus niveis de insulina quando em jejum e razdo peptideo-C/insulina normal,

sugerindo que a hiperinsulinemia se deve ao aumento da secrec¢do de insulina e indicando
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que a deficiéncia em Txnip possui um papel nas células B-pancreaticas (HUI et al., 2004).
Surpreendentemente, os niveis de expressdo da proteina Txn e de sua atividade ndo sdo
discerniveis entre o modelo deficiente em Txnip e seu controle, sugerindo que as
perturbacdes metabdlicas causadas pela deficiéncia de Txnip dependem de outras
interacdes (SHETH et al., 2005).

Os camundongos HcB-19/Txnip'/' sdo obesos, porém, apresentam baixa glicemia e sdo
resistentes ao diabetes induzido por estreptozotocina (CHEN et al., 2008a). Quando cruzados
com camundongos obesos, resistentes a insulina e diabéticos, os duplo-mutantes sdo ainda
mais obesos, porém, ndo apresentam variacdo nos niveis de apoptose de células-B, sendo
protegidos do diabetes e apresentando aumento de trés vezes na massa de células -
pancreaticas (CHEN et al., 2008b). Camundongos com delecdo de Txnip especifica em
células-B também tem aumento na massa de células-B e sdao protegidos contra diabetes
(CHEN et al., 2008b). Foi sugerido que a inibicdo de Txnip evita a apoptose de células-B
(CHEN et al., 2008b), porém, posteriormente, foi demonstrado que o modelo HcB-19/Txnip’/’
ndo desenvolve hiperglicemia quando recebe doses padrdo de estreptozotocina, contudo,
apesar da massa de células-B permanecer maior nos camundongos HcB-19/Txnip’/’ guando
comparados com o controle normal, a diminuicdo relativa no numero de ilhotas pancreaticas
foi igual ou maior nos animais com deficiéncia em Txnip quando tratados com
estreptozotocina (MASSON et al., 2009). Além disso, uma segunda dose de estreptozotocina
foi capaz de induzir hiperglicemia nesses animais (MASSON et al.,, 2009). De forma
consistente, células B-pancredticas ISN1, nas quais a expressao de Txnip foi inibida, sdo mais
sensiveis a morte celular induzida por exposicao direta a estreptozotocina ou a um coquetel

de citocinas inflamatdrias (MASSON et al., 2009). Esses dados indicam que Txnip funciona
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como um regulador da massa de células-B e que a resisténcia relativa do modelo HcB-

19/Txnip'/' ao diabetes se deve ao aumento na massa inicial de células-p.

2.1.5. Estudo da organogénese pancreatica utilizando o modelo zebrafish

Compreender os mecanismos que dirigem o aumento da massa inicial de células-f e,
assim, os mecanismos normais de desenvolvimento B-pancreatico que serdo mimetizados na
diferenciagcdo B-pancreatica, requer o estudo da organogénese pancredtica. O zebrafish
(Danio rerio), popularmente conhecido como peixe paulistinha, se tornou um modelo
atraente para explorar questdes relacionadas ao desenvolvimento inicial de vertebrados
(Figura 7). A fertilizacdo externa, o rdpido desenvolvimento, a permeabilidade e a
transparéncia éptica dos embrides de zebrafish tornam esse um modelo particularmente util

para recapitular os processos dindmicos de organogénese (LIU, 2007).
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Figura 7: Imagem de zebrafish (Danio rerio), também conhecido como peixe paulistinha, em
diferentes fases do desenvolvimento (hpf, horas apds a fertilizacdo, do inglés, hours post
fertilization). Adaptado de BIO-ATLAS., 2018.

Assim como em mamiferos, o pancreas de zebrafish consiste de um componente
exdcrino e um enddcrino, com as fungdes enddcrinas sendo bem conservadas em termos de
perfil hormonal, receptores hormonais, assim como reguladores de transcricao
(MCGONNELL; FOWKES, 2006). O pancreas de zebrafish também se desenvolve a partir da
endoderme do intestino anterior, emergindo como dois brotos separados (FIELD et al., 2003)

(Figura 8). O broto dorsal emerge ao redor de 24h apds a fertilizagdo (hours post fertilization,

hpf) e origina, exclusivamente, as células enddcrinas, de forma que apenas uma ilhota
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principal é formada (Figura 8). O broto ventral emerge em 32hpf originando as células
exocrinas, assim como algumas células enddcrinas (Figura 8). A populacdo de células-B do
broto ventral se expande por proliferacdo e neogénese a partir de precursoras enddcrinas
associadas aos ductos pancreaticos. Essas células se de-laminam e migram para contribuir
com a ilhota principal (DONG et al., 2007, 2008; ZECCHIN et al., 2004). Sendo assim, a
diferenciacdo de células-B derivadas de precursoras enddcrinas associadas aos ductos
pancreaticos é equivalente a segunda transicdo pancreatica, que ocorre durante a formacao
do pancreas de mamiferos. Os brotos dorsal e ventral se fundem em 50hpf e formam o
pancreas maduro que consiste da ilhota principal envelopada pelo tecido exdcrino
(TEHRANI; LIN, 2011) (Figura 8). Entretanto, diferentemente de humanos e camundongos,
zebrafish possui duas cépias do gene Txnip: Txnip A e Txnip B, sendo que ambos codificam
proteinas com dominios ativos preservados e influenciam de forma similar o metabolismo
de glicose do embrido (HUANG; LINSEN, 2015). Dessa forma, o zebrafish é um modelo

interessante para analisar o impacto na expressao de Txnip na organogénese pancreatica.
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Figura 8: Representacdo esquematica do desenvolvimento pancreatico de zebrafish.
Nos ultimos anos, TXNIP se tornou conhecido como um regulador-chave do
metabolismo de glicose e de lipidios, tendo sido demostrada sua influéncia na regulacdo

metabdlica via multiplas acGes. A expressdao de Txnip é elevada em diversos modelos
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roedores de Diabetes, com ou sem obesidade. Além disso, foram detectadas variacdes
genéticas e epigenéticas em TXNIP associadas com desordens metabdlicas crénicas, como
diabetes e hipertensdo. Inclusive, algumas drogas anti-hiperglicemiantes, utilizadas no
tratamento de DM, regulam negativamente a expressdo de TXN/P, como a metformina (CHAI
et al., 2012) e a exenatida (CHEN et al., 2006a). Diversas drogas bloqueadoras de canais de
calcio, como a droga anti-hipertensiva verapamil, também reduzem a expressao de Txnip in
vitro e in vivo, através da exclusdo de ChREBP do nucleo e inibicdo da ocupac¢do do promotor
de Txnip (XU et al., 2012). TXNIP é altamente regulado em células-B, exercendo diversas
fun¢des com grande impacto na funcionalidade e na sobrevivéncia de células-B e, além
disso, esta relacionado a regulacdo da massa de células-B, tornando-se, portanto, um
interessante alvo a ser analisado durante a diferenciacdo B-pancredtica e a organogénese do

pancreas enddcrino.



52

2.2, Objetivos

2.2.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste projeto é avaliar a influéncia do gene Txnip na diferenciacdo de

IPCs a partir de mESCs, elucidar os mecanismos moleculares através dos quais seu produto

génico influencia a organogénese pancredtica e validar, in vivo (zebrafish), os resultados

obtidos, visando melhor compreender o desenvolvimento de células-B e viabilizar uma

alternativa terapéutica para pacientes DM1.

a)

b)

c)

d)

f)

2.2.2. Objetivos especificos
Reproduzir o protocolo de diferenciacido de mESCs em IPCs e validar a expressao
diferencial do gene Txnip ao longo das diferentes etapas do protocolo;
Estabelecer ferramentas para induzir e inibir a expressao do gene Txnip em linhagens
celulares;
Validar as ferramentas de inducdo e inibicdo da expressdo de Txnip em linhagens de
células-p pancredticas;
Diferenciar mESCs geneticamente modificadas, para a superexpressdao ou inibicdo do
gene Txnip, em IPCs e caracterizar, molecular- e funcionalmente, as células obtidas ao
final do protocolo de diferenciacdo;
Padronizar o modelo de zebrafish através da inibicdo da expressao do gene Txnip;
Caracterizar morfoldgica- e molecularmente a influéncia da inibicdo do gene Txnip no

desenvolvimento pancreatico enddécrino de zebrafish.
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2.3. Materiais e Métodos

2.3.1. Estudo funcional do gene Thioredoxin-interacting protein (Txnip)

Em trabalho anterior realizado pelo nosso grupo (SILVA, 2008), foi analisada a
expressdao diferencial de genes em células-tronco embriondrias murinas que foram
submetidas a diferenciacdo em células produtoras de insulina, denominadas IPCs (insulin
producing cells) (LUMELSKY et al., 2001). Mais de 1.000 genes foram identificados como
sendo regulados negativamente (inibidos). Pesquisamos referéncias dos 30 genes mais
reprimidos utilizando Bancos de Dados do NCBI, como OMIM e Unigene, além de

publicacdes indicando possivel relagdo entre esses genes e a embriogénese pancreatica.

2.3.2.  Cultivo de células

Todo o trabalho de cultivo celular foi realizado em frascos plasticos adequados. As
condicbes de pH e de temperatura de cultivo foram mantidas proximas as condicdes
fisioldgicas através da incubacdo das células em estufa a 379C e atmosfera de 5% de CO,.
Foram estabelecidos estoques celulares congelados em meio contendo 10% de
dimetilsulféxido (Sigma-Aldrich) e soro fetal bovino (SFB, Cultilab) e mantidos em

reservatoérios contendo nitrogénio liquido.

2.3.2.1.  Fibroblastos embrionarios de camundongo inativados

Os fibroblastos embrionarios de camundongo (mouse embryo fibroblasts, MEFs) foram
cultivados em meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco) suplementado com
10% SFB e 10ug/mL ciprofloxacina (Bayer), expandidos e congelados até serem irradiados.
Os fibroblastos foram expandidos até, no maximo, a quinta passagem, para serem, entao,

irradiados com raios gama (45 greys). Os fibroblastos inativados por radiacdo foram



54

cultivados em bandejas gelatinizadas com o mesmo meio de cultura utilizado para os

fibroblastos, até o descongelamento das mESCs.

2.3.2.2.  Células-tronco embrionarias murinas (mESCs)

A linhagem de mESCs USP4 foi gentilmente cedida pela Professora Doutora Lygia da
Veiga Pereira, do Instituto de Biociéncias da USP (IB — USP). Essas células foram cultivadas
sobre uma camada de fibroblastos embriondrios inativados com radiagdo gama (conforme
descrito no tépico 2.3.2.1) e em meio de cultura para mESCs: DMEM suplementado com
15% de soro fetal bovino qualificado para o cultivo de células-tronco (Hyclone), 2mM L-
glutamina (Ajinomoto), 1X aminoacidos ndo essenciais (MEM Non-Essential aminoacids,
Gibco), 1x10%U/ml fator inibidor de leucemia murina (murine leukemia inhibitory fator, mLIF,

Chemicon), 0.1mM B-mercaptoetanol (Gibco) e 10ug/mL ciprofloxacina (Bayer).

2.3.2.3. Diferenciacdo de mESC em células produtoras de insulina (IPCs)

A inducdo da diferenciacdo de mESCs em IPCs foi realizada conforme previamente
descrito (LUMELSKY et al., 2001). Inicialmente, a partir de culturas de mESCs (estagio de
MESCs) e através da técnica de cultura em gotas suspensas, corpos embridides (CEs) foram
formados, contendo de 400 a 600 células em 25ul de meio de cultivo para mESCs sem mLIF.
Apds quatro dias de cultivo, os CEs foram transferidos para bandejas de cultivo revestidas
com gelatina e incubados por mais 24h (estagio de CEs). Em seguida, o meio de cultivo foi
substituido por um meio de selecdo de células nestina-positivas: 50% DMEM, 50% HamF12,
1X Insulina-Transferrina-Selénio (ITS, Life Technologies) e 8mg/ml fibronectina (Life
Technologies). Os CEs permaneceram neste meio de cultivo para selecdo de células Nestina-

positivas por sete dias (estagio de selecdo).
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As células foram ent3o tripsinizadas e plagqueadas a uma densidade de 2.4 células/cm?
em bandejas aderentes tratadas com Laminina-1 (Life Technologies) e Poliornitina (Sigma-
Aldrich), na presenca de meio de cultura para expansao de células progenitoras enddcrinas:
DMEM 50%, 50% HamF12, 1x suplemento N2 (Life Technologies), 1x suplemento B27 (Life
Technologies), suplementado com 50ng/ml de bFGF (R&D systems). Essas condi¢des foram
mantidas por sete dias (estagio de expansao).

As células foram entdo diferenciadas em IPCs utilizando-se o0 mesmo meio de cultivo
do estagio anterior, de expansdo celular, porém sem a suplementacdo com bFGF e
adicionando 10mM de nicotinamida (Sigma-Aldrich) (estdgio de IPCs). Apds cada protocolo

de diferenciacdo, as células foram coradas com Ditizona (Sigma-Aldrich).

2.3.2.4. Células de insulinoma de camundongo

Como controle positivo para células-B, foi utilizada a linhagem celular MIN-6 (Mouse
insulinoma 6) de insulinoma murino, gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Antonio Carlos
Boschero, do Instituto de Biociéncias da Unicamp (IB-Unicamp). Estas células foram
cultivadas em RPMI-1460 (Gibco) suplementado com 10% SFB, 50ug/ml de ampicilina e

50ug/ml de estreptomicina.

2.3.3. Analise de expressdo génica

2.3.3.1.  Extracdo de RNA total

O RNA total de culturas celulares foi obtido utilizando-se o0 método de extracdo por
Fenol-Cloroférmio (Trizol, Invitrogen). Foram adicionados 500uL do reagente Trizol as
amostras de culturas celulares e, em seguida, adicionou-se 200uL de cloroférmio (Merck). As

amostras foram agitadas vigorosamente e incubadas por 15min a 42C. Apds centrifugacdo a
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12.000g, por 15min, a 42C, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e um volume
igual de isopropanol (Merck) foi adicionado. As amostras foram incubadas a -202C por meia
hora, novamente centrifugadas a 12.000g por 15min, a 49C, e os sobrenadantes foram
descartados. Foi realizada a lavagem do precipitado branco com 1mL de etanol absoluto
(Merck). Apds centrifugagdo a 12.000g, por 15min, a 42C, o sobrenadante foi descartado e o
etanol residual foi evaporado. O precipitado foi entdo dissolvido e homogeneizado em 30uL
de dagua ultrapura (Milli-Q, Millipore). A partir de 2uL de cada uma das amostras, foi
estimada a concentracdo de RNA total, através de leitura espectrofotométrica a 260/280nm,
no espectrofotémetro NanoDrop-1000 (NanoDrop Technologies). As amostras foram

armazenadas a -802C até o momento de producgdo das fitas de cDNA.

2.3.3.2.  Sintese de cDNA

Aliquotas de 1 ug de RNA total foram utilizadas na sintese de fitas simples de cDNA por
transcricdo reversa, utilizando-se a enzima Super Script lll (Invitrogen). Cada amostra de RNA
foi submetida a uma reacdo contendo 0,5uL de Oligo dT (0,5 pg/ul) (Invitrogen), 0,5ulL de
primers randémicos (100ng/uL) (Invitrogen) e 1uL de dNTPs (10mM) (Invitrogen) para um
volume final de 12uL. As amostras foram incubadas a 752C por 10min para desnaturacdo das
moléculas e, em seguida, foram adicionados 2uL de DTT (0,1 mol/L) (Invitrogen), 0,5uL de
RNase OUT (40U/uL) (Invitrogen), 1uL da enzima Super Script IlI (Invitrogen), 2uL do tampao
da enzima e 2,5uL de agua ultrapura para um volume final de 20uL. A reacdo foi incubada
por 10min, a 252C, e, em seguida, por 2h a 502C e 10min a 722C. Apds a adicdo de 1ulL de
RNase H (5 U/uL) a cada reagdo, as amostras foram incubas a 372C por 30min, para
degradacdao do RNA, seguida de incubacdo a 722C, por 10min, para a inativacdo da enzima

RNase H.
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2.3.3.3.  Primers utilizados e determinacdo de eficiéncia

Os primers utilizados foram determinados através do software Primer Express, versao
3.0 (Applied Biosystems) e avaliados pela ferramenta online Primer-BLAST (NCBI) (Tabela 1).
Para o calculo da eficiéncia dos primers, foram realizadas reagdes de amplificagao contendo
primers na concentracao de 600nM e, como molde, uma mistura de cDNAs diluidos em série
(1:30, 1:60, 1:120, 1:240, 1:480). A analise da regressao linear dos valores de Cts em funcdo
do logaritmo da respectiva diluicdo fornece o coeficiente angular da reta (a, em y=ax+b), que
é utilizado para calculo da eficiéncia de amplificacdo do produto pelos primers, utilizando-se
10 (1/coeficiente angular)

a formula: Ef=

Tabela 1: Sequéncia de primers utilizados.

Gene Sequéncia forward Sequéncia reverse

Hprt CCGACCGGTTCTGTCATGTC CATAACCTGGTTCATCATCACTAATCA
Ins1 TAAAGCTGGTGGGCATCCA GCACCAACAGGGCCATGT

Ins2 AGGACCCACAAGTGGCACAA GATCTACAATGCCACGCTTCTG

MafA CTGAGCGGCGTCGAGGACAG TCGACCTGATGAAGTTCGAGGTGA
Ngn3 GCACTCAGCAAAAAGCGAAGA GCCGAGTTGAGGTTGTGCAT

Pdx1 TCCAAAACCGTCGCATGAA CAATCTTGCTCCGGCTCTTC

Txnip CCTACAGGTGAGAACGAGATGGT TCGAAGCCGAACTTGTACTCATAT

2.3.3.4.  PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR)

Para as reacbes de qRT-PCR, foi utilizado o reagente SYBR Green Dye (Applied
Biosystems). Cada reacdo de gqRT-PCR foi preparada com 3ulL de cDNA 30 vezes diluido, 3uL
do conjunto de primers (forward e reverse) e 6uL do reagente SYBR Green Dye. Os
experimentos de gqRT-PCR foram realizados no aparelho Real-Time PCR 7300 (Applied
Biosystems), seguindo um ciclo de desnaturacdo inicial de 10min a 952C e 40 ciclos de
amplificacdo (30seg de desnaturacdo a 952C e 1min de anelamento e extensdo a 602C). O
gerenciamento do termociclador e a coleta dos dados foram realizados pelo programa

computacional GeneAmp 5700 (Applied Biosystems). Na analise dos dados, estabeleceu-se
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um valor arbitrdrio de corte na fase exponencial da amplificacdo do gene. Assim, foi obtido o
valor de threshold cycle (Ct) da amostra, que representa o nimero de ciclos necessarios para
que a amostra atinja o valor de corte. Os resultados foram calculados utilizando-se o método
AACt, sendo utilizado o gene Hprt como controle enddgeno. A especificidade do sinal foi

confirmada através da andlise das curvas de dissociacdo do produto amplificado.

2.3.4. Andlise da secrec¢do de insulina ou de peptideo-C

As IPCs obtidas a partir de trés diferencia¢des distintas foram submetidas ao teste de
secrecdo de insulina ou peptideo-C frente ao estimulo de glicose. Peptideo-C é um
polipeptidio curto que conecta as cadeias A e B da molécula de pré-insulina, sendo assim, a
secrecao de peptideo-C é diretamente proporcional a secrecao de insulina. Como controle
positivo para células-B, foi utilizada a linhagem celular MIN-6. Solu¢bes Krebs-Henseleit
(Sigma-Aldrich) suplementadas com 0,2% albumina (Grifols) e contendo baixa (2,8mM) ou
alta (16,7mM) concentracdo de glicose foram utilizadas. Para a realizacdo do ensaio, o
sobrenadante da cultura celular foi descartado e as células foram incubadas por 1h a 372C
em solucdo contendo baixa concentracdo de glicose. Em seguida, as células foram lavadas
trés vezes com tamp3o fosfato sem Ca’" e sem Mg®" (PBSA) e incubadas por mais 1h, a 372C
em solucdo contendo baixa concentracao de glicose. O sobrenadante obtido foi armazenado
a -202C. O procedimento foi repetido, porém, as células foram entdo incubadas por 1h a
372C em solucdo contendo alta concentracdo de glicose. As solugdes incubadas também
foram armazenadas a -202C para posterior andlise do conteudo de insulina ou de peptideo-C
secretado pelas células. As amostras foram dosadas através de ensaios de imuno-absorg¢ao

enzimatica (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) utilizando-se kits comerciais para
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deteccdo de peptideo-C ou insulina (ELISA kit, Millipore), de acordo com as instrucdes do

fabricante.

2.3.5. Modulagdo da expressdo do gene Txnip

Para realizar o estudo funcional do gene Txnip, foram estabelecidas ferramentas para
superexpressar ou inibir a expressdao desse gene. O trabalho com células-tronco e com
extensos protocolos de diferenciagdo demanda um sistema de entrega de transgene
eficiente e estavel. A técnica de transfeccdo lentiviral ocorre em qualquer estagio do ciclo
celular e resulta na modificacdo estdvel do genoma das células alvo, além de permitir a
aplicacdo em diferentes linhagens de células de mamiferos. Dessa forma, para a conducao
dos ensaios funcionais do gene Txnip, selecionamos a técnica de transdugao lentiviral para
entrega dos transgenes. Foram estabelecidos vetores lentivirais especificos para a inibicao

ou a superexpressao de Txnip, seguido da producado de particulas lentivirais.

2.3.5.1. Inibigdo da expressdo do gene Txnip

A inibicdo da expressao do gene Txnip foi realizada através da técnica de RNA de
interferéncia ou shRNA (short hairpin RNA), utilizando-se o vetor pLKO_IPTG_3xLacO
(Mission inducible lentiviral shRNA plasmids, Sigma-Aldrich). Esse vetor induzivel contém trés
cOpias do repressor Lac, permitindo o controle temporal da expressdao do gene de interesse.
Analisamos trés sequéncias especificas para inibir a expressao de Txnip em células MIN-6 e
selecionamos duas sequéncias que apresentaram maior eficiéncia de inibicdo, denominadas
shRNA 1 (TRCN0000178160 5° CCGGGCAGAAGATCAGACCATCCATCTCGAGATGGATGGTCTGA
TCTTCTGCTTTTTTG 3) e shRNA 2 (TRCN0O000181578 5

CCGGGCAGGAAATGAAGCATCTGTACTCGAGTACAGATGCTTCATTT CCTGCTTTTTTG 3’). Como
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controle negativo, foi utilizado o mesmo vetor, porém contendo uma sequéncia de shRNA
nado relacionada a qualquer gene (shRNA NT: non-target control shRNA plasmid, Sigma-

Aldrich).

2.3.5.2.  Superexpressdo do gene Txnip

A sequéncia codificadora do gene Txnip foi adquirida a partir do vetor pCMV-SPORT6
contendo o cDNA completo correspondente ao gene Txnip (TransOmic). A regido
codificadora foi obtida por digestdao do vetor comercial com a enzima Hindlll (New England
Biolabs), seguida do tratamento com a enzima Klenow (New England Biolabs) e subsequente
restricdo com a enzima Pstl (New England Biolabs). O vetor de expressao utilizado foi o pLV-
eGFP, um vetor biscistronico contendo o promotor CMV (Citomegalovirus), que expressa a
proteina verde fluorescente (enhanced green fluorescent protein (EGFP)) de maneira
concomitante ao transgene de interesse. O vetor pLV-eGFP foi linearizado por co-digestao
com as enzimas EcoRV e Pstl (New England Biolabs) e utilizado numa reacdo de ligagdo com
a sequéncia do transgene pela enzima T4 ligase (New England Biolabs), gerando o vetor pLV-
Txnip. A sequéncia da construcdo foi confirmada por sequenciamento de Sanger. Como

controle negativo, foi utilizado o vetor pLV-Controle, sem a introducdo do transgene.

2.3.5.3.  Producdo de particulas lentivirais

Para a producdo de particulas lentivirais, células da linhagem HEK293T foram
semeadas em bandejas de seis po¢os na presenca de 10% SFB em DMEM, 16 a 24h antes da
transfeccdo. A mistura dos DNAs plasmideais para a producdo de particulas lentivirais foi
feita na proporcdo indicada por Tiscornia et al. (TISCORNIA; SINGER; VERMA, 2006), junto
com o reagente de lipofeccdo (Lipofectamine 2000, Invitrogen), seguindo as instru¢des do

fabricante. As coletas de sobrenadante contendo particulas lentivirais foram realizadas apds
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24 e 48h. Os sobrenadantes de cada coleta foram centrifugados a 10.000xg por 5min a

temperatura ambiente para eliminar restos celulares e, em seguida, congelados a -802C.

2.3.5.4. Transducdo lentiviral

Para a transducdo das células MIN-6, cerca de 4x10* células em suspensdao em meio
RPMI-1460 contendo 10% SFB foram transduzidas com 100ul do meio condicionado
contendo as particulas virais, na presenca de polibreno na concentragdo final de 10ug/ml.
Baseado em producbes anteriores, estima-se que o titulo seja da ordem de 10’UFC
(unidades formadoras de colénia)/ml. Considerando-se este titulo, a MOI (Multiplicity of
Infection) para a condi¢cdao empregada seria de aproximadamente 20. Apés a adicdo do meio
condicionado, a suspensdo de células contendo particulas virais foi semeada em bandejas de
24 pogos. A transducdo de mESCs foi realizada utilizando-se o mesmo método descrito
anteriormente, porém partindo-se de 1x10® células por poco, utilizando-se 500uL de meio
condicionado contendo particulas virais (MOl de aproximadamente 100) em meio de cultivo
para mESCs.

Apds 72h de transducdo viral, as células (MIN-6 ou mESCs) foram selecionadas por sete
dias na presenca de puromicina (3ug/ml) (Thermo Fisher Scientific), no caso das transdugdes
com particulas lentivirais para inibicdo de Txnip. As células (MIN-6 ou mESCs) eGFP positivas
transduzidas com particulas lentivirais para superexpressao de Txnip foram selecionadas 48h
apos a transducdo através da técnica de FACS (fluorescence-activated cell sorting) em um
citbmetro FACSAria Il (BD Bioscience). Em ambos os casos, superexpressdo ou inibicdo,

foram estabelecidas culturas mistas estaveis.
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2.3.6. Curva de crescimento

As células MIN-6 geneticamente modificadas foram semeadas na densidade de 5x10*
células/cm? em bandejas de 12 pocos. Foram realizadas coletas diariamente, em triplicata,
apos o plaqueamento, utilizando-se de tripsina para remover as células da superficie. Para a
contagem de células utilizou-se um contador de células automatico (Innovatis, CASY

technology), de acordo com instrucdes do fornecedor.

2.3.7. Ensaio de apoptose

As células MIN-6 geneticamente modificadas foram semeadas na densidade de 10°
células/cm? em bandejas de seis pogos. As células foram submetidas ao carenciamento de
soro por 24h, em meio RPMI-1460 contendo 0,1% SFB. As células carenciadas foram tratadas
com um coquetel de citocinas contendo: 4ng/mL Tnf-a (Peprotech), 2ng/mL Ifn-y
(Peprotech) e 0,4ng/mL II-1B (Peprotech). As células foram coletadas 24h apds o tratamento
através de incubacdo por 30min com solucdo de Versene a 4°C. Para andlise de apoptose, as
células foram marcadas com iodeto de propideo (PI, Life technologies) e com Anexina-V
(Annexin-V FITC, Life technologies). Quando em processo de apoptose, as células
externalizam fosfatidilserina através de sua membrana plasmatica, a qual é marcada com
anexina V. As células apoptéticas também perdem integridade da membrana em um
processo posterior de morte, o que permite a internalizacdo do Pl e sua intercalacdo ao
DNA. As células marcadas foram submetidas a analise por citometria de fluxo em um

citdbmetro FACSAria Il (BD Bioscience).
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2.3.8. Indice de producio de insulina

Para estimar o indice de producdo de insulina das células MIN-6 geneticamente
modificadas, as células foram semeadas na densidade celular de 10°celulas/cm? e cultivadas
em condicGes padrdo por dois dias. As células foram entdo coletadas, marcadas com a sonda
fluorescente Newport Green (Life Technologies) e analisadas por citometria de fluxo em um

citobmetro FACSAria Il (BD Bioscience).

2.3.9. Andlise de expressao proteica

Extratos proteicos foram obtidos a partir de culturas de IPCs em solugao de lise
contendo inibidores de protease e de fosfatase (10mM TRIS pH 7,5; 150mM NacCl; 5mM
EDTA; 1mM EGTA; 1mM DTT; 1% NP-40; 0,1% SDS; 1% desoxicolato; 1mM Na3VO,; 25mM
NaF, inibidor de fosfatase (Sigma-Aldrich) e inibidor de protease (GE Healthcare)) a 42C. As
amostras foram centrifugadas a 20.000g por 30min e o sobrenadante, correspondente ao
extrato proteico, foi quantificado pelo método colorimétrico de Bradford (Bradford Protein
Assay, Bio-Rad Laboratories, Inc), utilizando-se albumina sérica bovina (BSA, Sigma-Aldrich)
para compor uma curva-padrdo. As amostras foram armazenadas a -80°C.

Para os experimentos de Western Blotting, 30ug de cada extrato proteico foram
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢cdes desnaturantes (SDS-
PAGE). O padrdo proteico utilizado compreendia padrées de massas moleculares de 10-
250kDa (Dual Color Standards, BioRad). As proteinas foram transferidas para membranas de
nitrocelulose (BioRad) por transferéncia umida, em tampado de transferéncia (0,3% de Tris
p/v, Glicina 1,44% p/v, SDS 0,1% v/v e metanol 20% v/v), sob 100V, a 4°C por 2h. As
membranas foram bloqueadas incubando-as em solucdo de bloqueio (Tris-buffered saline

(TBS) contendo 5% de leite desnatado em pd ou albumina bovina sérica (BSA) e 0,1% de
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Tween 20 (Sigma-Aldrich)), a temperatura ambiente por 1h. Os seguintes anticorpos foram
utilizados: rabbit anti-Txnip (1:1000, Abcam), rabbit anti-Pdx1 (1:1000, Abcam), mouse anti-
a-Tubulina (1:4000, Sigma-Aldrich), anticorpos secunddrios conjugados com Horseradish
Peroxidase (HRP) (Vector Laboratories).

A deteccdo da proteina de interesse foi realizada por imunorreacdo. Primeiramente, a
membrana foi incubada overnight, sob agitacdo a 42C, com solucdo de blogueio contendo o
anticorpo primario, conforme sugestdao de diluicdo do fabricante. As membranas foram
lavadas trés vezes, por 5min cada, com solugdo de lavagem (TBS contendo 0,05% de Tween
20) e incubadas por 1h a temperatura ambiente, com anticorpo secundario apropriado,
conjugado a peroxidase. As membranas foram lavadas trés vezes com solucdo de lavagem e
reveladas utilizando-se sistema quimioluminescente (Clarity Western ECL Blotting
Substrates, BioRad). A intensidade das bandas obtidas foi registrada utilizando-se o sistema
ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare). Entre dois ensaios de Western Blot que utilizaram a
mesma membrana de nitrocelulose, foi feita a remoc¢ao dos anticorpos da imunorreacdo de
deteccdo inicial utilizando-se tampao de stripping (1,5% glicina (Ajinomoto), 0,1% SDS (LGC
Biotecnologia), 1% Tween 20, pH 2,2) e duas incubacdes de 5min. Em seguida, a membrana

foi novamente bloqueada e procedeu-se com nova imunorreacao.

2.3.10. Avaliacdo do desenvolvimento pancreatico de zebrafish

Todas as linhagens de zebrafish (Danio rerio) utilizadas foram mantidas em condicoes
padrdo de laboratdrio, em um sistema de circulacdo continua de agua, a qual é mantida
entre 26 e 28,5°C, pH entre 6,8 e 7,5, condutividade de 300 a 1,500uS, salinidade de 0,5 a
1g/L e oxigenacdo acima de 6,0mg/L. As seguintes linhagens mutantes e transgénicas foram

utilizadas: liger'™® (hnflba**°), Tg(NeuroD:eGFP), Tg(Nkx2.2aD:eGFP), Tg(Tpl:eGFP),
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Tg(insulin:dsRed; glucagon:eGFP). Os embrides foram obtidos a partir de acasalamentos
naturais e os estagios de desenvolvimento foram determinados de acordo com horas apds

fertilizagao (hours post fertilization, hpf).

2.3.10.1. Obtencdo de morfantes para o gene Txnip

Embrides de zebrafish no estagio de desenvolvimento de uma célula receberam
injecoes de diferentes quantidades de morfolinos Txnip A (MO Txnip A: 5'-ACTCAACCATG
AGGAACTCACCAGC-3'), Txnip B (MO Txnip B: 5'-ACTAAGCACCTAGAGATTTAGCATT-3') ou
controle padrao (MO Controle: 5'-CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-3') (0,5 - 4 ng) (Gene
Tools). O RNA total de 20 larvas coletadas 48hpf foi isolado e utilizado para a sintese de
cDNA (conforme descrito nas se¢ées 2.3.3.1 e 2.3.3.2), visando a determinacao da eficiéncia
de inibicdo obtida. Para determinar a expressao génica de Txnip, foi utilizada a técnica de
PCR transcricdo reversa (RT-PCR) com a enzima iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad) e os
produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose contendo brometo de
etideo. A quantificagdo por densitometria relativa foi realizada utilizando-se o software

ImageJ 1.x. (SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012).

2.3.10.2. Imunofluorescéncia confocal

Imunofluorescéncia foi realizada com embrides de zebrafish em diferentes estagios de
desenvolvimento. Os embrides foram incubados por 1min em solucdo para permeabilizacdo
(PBSA e 0.3% Triton X-100 (Sigma-Aldrich)) e lavados duas vezes com PBSA. Os embrides
foram entdo fixados por 2h em solucdo de fixacdo (0,1M Pipes, 1,0mM MgS0,4, 2mM EGTA,
4% formaldeido (Sigma-Aldrich), pH 7). Em seguida, foram realizadas trés lavagens com
PBSA e o saco vitelino dos embrides foi removido com o auxilio de pincas. Os embrides

foram entdo bloqueados com solugdao de 5% BSA em PBSA overnight a 42C, sob agitagao. Os
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anticorpos primarios foram diluidos de acordo com recomendagdes do fabricante e
incubados overnight a 42C sob agitacdo. Os embrides foram novamente lavados e incubados
com anticorpos secundarios fluorescentes adequados por 2h a temperatura ambiente. Os
seguintes anticorpos foram utilizados: guinea pig anti-insulina (1:500; Biomeda), guinea pig
anti-pdx1 (1:200), rabbit anti-prox-1 (1:200; Millipore), anticorpos secundarios conjugados
com fluoréforos Alexa e DAPI (Sigma-Aldrich). Os embries foram novamente lavados,
posicionados com o intestino voltado para cima e laminas foram montadas utilizando-se
glicerol (Sigma-Aldrich). Embrides em diferentes estagios de desenvolvimento foram
processados por microscopia confocal. Foram coletados Z-stacks (passos de 0,77um; 400x
aumento) dos pancreas inteiros com fatias dpticas capturadas a uma profundidade focal de
1,6um. As amostras foram analisadas em microscépio confocal Zeiss 710 (Zeiss) e as células

foram contadas utilizando-se o plugin counter do programa ImageJ 1x.

2.3.10.3. Marcacao celular com EdU

Embrides vivos foram incubados com 10mM 5-ethynyl-2-deoxyuridine (EdU,
Invitrogen) por 30min, lavados com PBSA a 49C e retornaram para condi¢des padrao de
desenvolvimento até 56hpf. Os embrides foram entdo fixados em solugdo de fixagao (0,1M
PIPES, 1.0mM MgS04, 2mM EGTA, 4% formaldeido (Sigma-Aldrich), pH 7). A deteccdo do
EdU foi feita com o kit Click-iT EAU Alexa Fluor 647 Imaging Kit (Invitrogen), de acordo com
instrucbes do fabricante. Apds o desenvolvimento da reacdo de deteccdo de EdU, os
embriGes foram incubados em solucdo de bloqueio e procedeu-se com o protocolo de

imunofluorescéncia descrito no item 2.3.10.2.

2.3.10.4. Analise de expressdo génica
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Da mesma forma descrita no tépico 2.3.3, o RNA total de 20 embrides por grupo foi
extraido pelo método de Fenol-Cloroférmio e utilizado para a analise de expressdo génica
utilizando-se os primers da Tabela 2.

Tabela 2: Sequéncia de primers utilizados

Gene Sequéncia forward Sequéncia Reverse

Ins GGTCGTGTCCAGTGTAAGCA GGAAGGAAACCCAGAAGGGG
MafA CTCATCGAGCAGCGACAACA CCCAAACTCAGCAAGAACTGA
Pdx1 ACCATCTCCCATTTCCGTGG CTCGACCATATAAGGGCCTGTC

2.3.10.5. Obtencdo de mutantes para o gene Txnip

Através do sistema CRISPR/Cas9 (Conjunto de Repeti¢des Palindromicas Regularmente
Espacadas, do inglés, Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, associado
a enzima Cas9) foram obtidas linhagens de zebrafish mutantes para o gene Txnip, seguindo
protocolo publicado (JAO; WENTE; CHEN, 2013). Regides genOmicas alvo para a enzima Cas9,
dentro da sequéncia do primeiro éxon de Txnip A e Txnip B, foram identificadas utilizando-se
a ferramenta publica ZiFiT Targeter Version 4.2 (SANDER et al., 2007) (Tabela 3). Os primers
complementares e reversos correspondentes aos RNAs guias (gRNAs) foram adquiridos
como primers convencionais (Integrated DNA Technologies). Para preparar os gRNAs, cada
par de primer foi anelado utilizando-se o termociclador (Applied Biosystems) e clonado em
posicdo adjacente ao promotor T7 de RNA polimerase em vetor de expressdo apropriado
(pT7-gRNA vector, Addgene). Os gRNAs foram sintetizados utilizando-se o kit comercial
MEGAshortscript T7 Transcription Kit (Ambion), seguindo instru¢ées do fabricante. Embrides
de zebrafish no estagio de desenvolvimento de uma célula receberam inje¢cdes de 50pg de
gRNA e 400pg de S. pyogenes pCas9 nuclease recombinante (S.p. Cas9 Nuclease 3NLS,
Integrated DNA Technologies). A eficiéncia de mutagénese e os primeiros peixes founders

(FO) foram identificados utilizando-se o ensaio Surveyor (Surveyor Mutation Detection Kits,
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Integrated DNA Technologies), de acordo com instrucdes do fabricante. A digestdo dos
produtos foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 3%.

Tabela 3: Regides genémicas alvo para a enzima Cas9, correspondentes a sequéncia do gRNA

Gene Regiao Alvo 1 Regido Alvo 2
Txnip A CGATGACAAAAAGAGTGA CTGGAAAGGTTTTGGTGG
Txnip B CCGGGCGGGTGATCGTGG AGGTGGCGGAGCTGCTGA

A genotipagem dos portadores de mutacdo na geragdo seguinte (F1) foi realizada por
amplificacdo através de PCR da regido alvo dos gRNAs e sequenciamento do produto de
reacao. O DNA genomico foi extraido por corte da nadadeira caudal e lise com Proteinase K
(New England Biolabs) em tampao de lise (50mM KCl, 2,5mM MgCl2, 10mM Tris-Cl pH 8,0,
4,5% NP-40, 4,5% Tween, 0,1% gelatina, 20ug/ml Proteinase K). O material obtido a partir da
lise (10uL) foi utilizado em reagdes de PCR com os primers listados na Tabela 4. Os produtos
de PCR foram avaliados por eletroforese em gel de agarose 3% ou de poliacrilamina 15%
para discriminar produtos de amplificacao selvagem de produtos de amplificagdo mutados
por CRISPR/Cas9. As reacbes de sequenciamento foram obtidas para amostras
potencialmente positivas (Eton Bioscience).

Tabela 4: Sequéncia de primers utilizados

Gene Sequéncia forward Sequéncia Reverse
Txnip A CGAGCCTGGAGTGTGTGATTA GTCGGAGGTGACCAGAGTGA
TxnipB AACGTAATGGTGAGCTTGTTGC GTCTCCGCCGTCAAACTGTT

2.3.11. Analise estatistica

A significancia das diferencas observadas nos dados experimentais foi avaliada através
do programa Prism v6.01 (GraphPad). As diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas quando p<0.05. A barra de erro nos graficos mostra o erro padrdo da média

(standard error of the mean, SEM).
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2.4, Resultados

2.4.1. Selegao do gene Txnip para analise funcional

Em trabalho anterior, realizado pelo nosso grupo (SILVA, 2008), foi analisada a
expressao diferencial de genes em células-tronco embriondrias murinas, as quais foram
submetidas a diferenciagdo em células produtoras de insulina ou IPCs (insulin producing
cells), com base no protocolo de LUMELSKY et al.,, 2001. Mais de 1.000 genes foram
identificados como sendo regulados negativamente nas IPCs, quando comparadas com as
mESCs indiferenciadas. Com o objetivo de analisar a rede de genes que dirige a diferencia¢ao
B-pancreatica, pesquisaram-se referéncias dos 30 genes mais inibidos e, dentre os genes
analisados, foi selecionado o gene Txnip como o candidato mais interessante para a
conducdo de uma analise funcional. O gene Txnip foi o décimo terceiro gene mais reprimido
durante a diferenciacdo B-pancreatica (SILVA, 2008), sendo o primeiro da lista a ter funcao
relacionada a sobrevivéncia de células-B pancreaticas descrita na literatura.

A diferenciacdo de mESC em IPCs foi realizada e imagens representativas de cada
estdgio do protocolo de diferenciacdo estdo representados na Figura 9. mESC
indiferenciadas proliferaram como col6nias sobre uma camada de fibroblastos embriondrios
de camundongos (mouse embryo fibroblastos, MEF) inativados (Figura 9A). Essas colOnias
apresentaram caracteristicas de culturas celulares pluripotentes, como refringéncia e
contornos bem definidos. Estruturas esferéides chamadas de corpos embridides (CEs), foram
obtidas (Figura 9B), de forma a ativar a diferenciacdo mimetizando os estagios iniciais da
embriogénese, e submetidos a selecdo de células Nestina-positivas (Figura 9C). Apds a
expansdo de progenitoras pancredticas (Figura 9D), foi observada proliferacdo celular
gerando agregados (Figura 9E). Ao final do protocolo de diferenciacdo, foi possivel corar as

IPCs obtidas com Ditizona (Figura 9F), um corante utilizado para determinar a pureza de
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preparacdes de ilhotas pancredticas humanas (RICORDI et al.,, 1990), uma vez que se
coordena aos ions zinco necessarios para a formacao de hexdmeros de insulina dentro das
células-B, marcando, portanto, as células-f insulina-positivas em vermelho.

Os niveis de insulina secretados pelas IPCs incubadas na presenca de baixa
concentracdo de glicose (2,8mM) foram quantificados e comparados com os niveis de
insulina secretados pelas células MIN-6 incubadas nas mesmas condicGes. Apesar de serem
capazes de secretar insulina, as IPCs o fazem em niveis mais baixos do que o controle
positivo MIN-6 (Figura 9G). Para confirmar a inibicdo do gene Txnip ao longo do protocolo de
diferenciacao, foi realizada a analise de sua expressdao através da técnica de gqRT-PCR ao
longo do protocolo de diferenciacdo. Observou-se que, ao longo do protocolo de
diferenciacdo B-pancreatica, ocorre a redugdo exponencial na expressio do gene Txnip
(Figura 9H). No primeiro estagio do protocolo de diferenciacdo, a expressao do gene Txnip é

6.262+0.779 vezes maior do que no ultimo estagio do protocolo de diferenciacao.
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Figura 9: Diferenciacdo de mESCs em IPCs. (A-F) Imagens obtidas ao longo do protocolo de
diferenciagdo: (A) Col6énias de mESCs cultivadas sobre camada de fibroblastos embrionarios murinos
inativados; (B) Corpos Embridides (CEs); (C) Selegdo de células Nestina-positivas; (D) Expansdo de
células progenitoras pancreaticas; (E) IPCs e (F) IPCs coradas com Ditizona. Aumento de 100x. (G)
Niveis de insulina secretados por IPCs e células MIN6 incubadas com a mesma concentragao de
glicose (2,8mM) (Teste t. ** = p<0,05. n = 3). (H) Expressdo do gene Txnip ao longo do protocolo de
diferenciacdo. qRT-PCR. O gene Hprt foi utilizado como controle de expressdo constitutiva (One-way
ANOVA. a = mESCs contra outros estdgios = p<0,001 b = sele¢do contra expansdo = p<0,05 c =
expansdo contra IPCs = p<0,05. n = 3).

2.4.2. Estudo funcional do gene Txnip em células B-pancreaticas murinas
Para realizar um estudo funcional do gene Txnip ao longo do protocolo de

diferenciagdo B-pancredtica em células produtoras de insulina, ferramentas foram
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estabelecidas para inibir e superexpressar a expressao de Txnip. Essas ferramentas foram
validadas na transducao de células B-pancredticas murinas da linhagem MIN-6.

Para obter a inibicdo do gene Txnip, trés particulas lentivirais foram obtidas e utilizadas
em transducbes independentes da linhagem MIN-6. Duas sequéncias de shRNA foram
utilizadas para promover a inibicdo do gene Txnip (shRNA 1 e 2) e uma sequéncia non-target
foi utilizada como controle negativo (ShRNA NT). As imagens apresentadas na Figura 10A
indicam que nao houve variagdao no aspecto morfoldgico entre as linhagens geneticamente
modificadas. Foi obtida redugdo significativa do gene Txnip para ambas as linhagens de
MIN-6 geneticamente modificadas com as sequéncias de shRNA para inibicdo de Txnip, MIN-
6 shRNA 1 e 2, em relacdio ao controle MIN-6 shRNA NT (Figura 10B). Quanto a
funcionalidade celular, utilizando um marcador fluorescente (NewPort Green®) capaz de
quelar ions zinco, que sao fundamentais para a estrutura quaternaria da insulina, foi possivel
verificar que a inibicdo de Txnip aumenta os indices de produgao de insulina pelas células B-

pancreaticas (Figura 10C).
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Figura 10: Inibicdo do gene Txnip em células MING6. (A) Imagens das linhagens geradas a partir de
células MIN6 geneticamente modificadas para perda de expressdo do gene Txnip, MIN6 shRNA 1 e
shRNA 2, e respectivo controle, MIN6 shRNA NT. Aumento de 40x. (B) Analise por qRT-PCR dos niveis
de expressdo do gene Txnip nas linhagens de MIN6 geneticamente modificadas. O gene Hprt foi
utilizado como controle de expressdo constitutiva (One-way ANOVA. ** = p<0,01. n = 3). (C) Indice de
producdo de insulina determinado com o marcador Newport Green e detec¢do por citometria de
fluxo. Resultados representados por intensidade média de fluorescéncia (IMF) (One-way ANOVA. ***
= p<0,001. n = 3).

A inibicdo do gene Txnip levou a alteracdo do perfil de proliferacdo e diminuicdo do
tempo de dobramento celular (Figura 11A e B). Foi realizado um ensaio de indugdo de
apoptose para verificar se a inibicdo da expressdo de Txnip é capaz de modular a resposta
celular ao tratamento com um coquetel de citocinas. As citocinas inflamatarias Il-1B, Ifn-y e
Tnf-a estdo relacionadas com perda de viabilidade pds-implante de ilhotas pancreaticas e

com a reacdo imune decorrente do efeito citotéxico direto de Estreptozotocina sobre
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células-B (BASTA et al., 2004; O’BRIEN et al., 1996; VOS et al., 2003). Apesar do tratamento
com citocinas induzir a morte celular, ndo foi observada reducdo nos niveis de apoptose
(Figura 11C) e de necrose (Figura 11D) apds tratamento das linhagens geneticamente
modificadas com o coquetel de citocinas, portanto, a inibicdo de Txnip ndo foi capaz de

proteger as células B-pancredticas do estimulo de morte.
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Figura 11: Analise das linhagens MIN6 geneticamente modificadas para inibicdo da expressdo do
gene Txnip. (A-B) Ensaio de crescimento celular. (A) Tempo de dobramento das linhagens
geneticamente modificadas (One-way ANOVA. *** = p<0,001. n = 3), referente a curva de
crescimento representada em (B). (C-D) Ensaios de morte celular induzida por tratamento com
coquetel de citocinas, marcagao com Anexina V e iodeto de propideo e detec¢do por citometria de
fluxo. (C) Percentual de células apoptoticas. (D) Percentual de células necréticas. (Two-way ANOVA.
Diferencas estatisticamente ndo significativas n=3).
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A superexpressdo do gene Txnip ndo gerou alteracdes morfoldgicas na linhagem de
MIN-6 (Figura 12A) e atingiu 3,28+0,06 vezes o nivel de expressdo da linhagem controle
(Figura 12B). Ndo houve variagdo nos indices de producdo de insulina pelas células

geneticamente modificadas com aumento da expressao de Txnip (Figura 12C).
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Figura 12: Superexpressdo do gene Txnip em células MING6. (A) Imagens das linhagens de MIN6
geneticamente modificadas para aumento de expressdo do gene Txnip, MIN6 pLV-Txnip, e respectivo
controle, MIN6 pLV-Controle. Aumento de 40x. (B) Andlise por qRT-PCR dos niveis de expressdo do
gene Txnip nas linhagens de MIN6 geneticamente modificadas. O gene Hprt foi utilizado como
controle de expressdo constitutiva (Teste t. *** = p<0,001. n = 3). (C) indice de producido de insulina
determinado com o marcador Newport Green e detecgdo por citometria de fluxo. Resultados
representados por intensidade média de fluorescéncia (IMF) (Teste t. Diferengas estatisticamente
nao-significantivas. n=3).

O aumento na expressao de Txnip levou a variacdao do perfil de proliferacdo e ao

aumento do tempo de dobramento celular (Figura 13A e B). Através da analise de morte
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celular, foi possivel observar que a linhagem superexpressando Txnip ja apresenta niveis
elevados de apoptose (Figura 13C) e de necrose (Figura 13D), mesmo na auséncia do

tratamento com citocinas.
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Figura 13: Analise das linhagens MIN6 geneticamente modificadas para aumento de expressdo do
gene Txnip. (A-B) Ensaio de crescimento celular. (A) Tempo de dobramento das linhagens
geneticamente modificadas (Test t. * = p<0,05. n = 3), referente a curva de crescimento representada
em (B). (C-D) Ensaio de morte celular induzida por tratamento com coquetel de citocinas, marcagdo
com Anexina V e iodeto de propidio e detecgdo por citometria de fluxo. (C) Percentual de células
apoptoticas. (D) Percentual de células necroticas. (Two-way ANOVA. *** = p<0,001. n=3).
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2.4.3. Diferenciacdo de mESC deficientes na expressao de Txnip

Para permitir a andlise da funcdo do gene Txnip ao longo da diferenciacdo PB-
pancreatica, o gene foi inibido, de maneira estavel, em linhagens de mESCs geneticamente
modificadas. As mesmas particulas lentivirais avaliadas na linhagem MIN-6 foram utilizadas
na transducdo da linhagem de mESCs USP4, gerando as linhagens USP4 shRNA 1, 2 e NT
(Figura 14A). A expressao de Txnip nas linhagens geneticamente modificadas atingiu valores
menores do que 15% da expressao apresentada pela linhagem controle USP4 shRNA NT
(5,721%+5,5 para USP4 shRNA 1 e 14,17%%2,2 para USP4 shRNA 2) (Figura 14B). Dessa
forma, a inibicdo da expressdao de Txnip levou a modulagdao dos niveis proteicos de Txnip

(Figura 14C).
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Figura 14: Inibicdo do gene Txnip em linhagens de mESCs. (A) Imagens das linhagens de mESCs
geneticamente modificadas para diminuicdo da expressao do gene Txnip, mESCs shRNA 1 e shRNA 2,
e respectivo controle, mESCs shRNA NT. Aumento de 100x. (B) Analise por qRT-PCR dos niveis de
expressao do gene Txnip nas linhagens de mESCs geneticamente modificadas. O gene Hprt foi
utilizado como controle de expressdo constitutiva (One-way ANOVA. *** = p<0,001. n = 3). (C)
Analise por Western blot dos niveis proteicos de TXNIP. Alfa-Tubulina foi utilizada como controle
endogeno de aplicagdo da amostra.

O protocolo de diferenciacdo foi reproduzido utilizando-se as linhagens de mESCs
geneticamente modificas pela inibicdo da expressdao de Txnip (Figura 15). Assim como para
as col6énias de mESCs com inibicdo de Txnip (Figura 14A), os CEs obtidos apresentaram maior
refringéncia, bordas bem definidas, com maior tamanho e forma circular bem definida. No
estagio de selegao das células Nestina-positivas, a estrutura de CEs se manteve, uma clara
evidéncia de maior numero células progenitoras selecionadas neste estdgio. Apds um
processo de dissociagdo celular, a proliferagao celular durante o estagio de expansao gerou

estruturas bem definidas as quais, no ultimo estdgio, geraram agregados celulares de IPCs.
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Figura 15: Imagens obtidas ao longo da diferenciacdo de linhagens de mESCs geneticamente
modificadas para diminuicdo da expressdo do gene Txnip. Aumento de 100x. Cada coluna representa
uma linhagem celular diferente (mESCs shRNA 1, 2 ou NT) e cada linha representa um estagio
diferente do protocolo de diferenciagdo B-pancreatico (CEs, selecdo de células Nestina-positivas,
expansdo de células progenitoras pancreaticas e IPCs).

Com a finalidade de caracterizar as células obtidas ao final do protocolo de
diferenciacdo, foi avaliada a expressdo de diferentes marcadores de diferenciacdo e de
funcdo B-pancredtica. Conforme ilustrado na Figura 16A, a expressdao do gene Txnip se
manteve inibida ao longo do protocolo de diferenciacdo, mas, por outro lado, houve
aumento nos niveis de expressdo dos marcadores Insulina 1 (/Ins1), Insulina 2 (Ins2), MafA,
Neurogenin-3 (Ngn3) e Pancreatic and duodenal homeobox 1 (Pdx1). Corroborando esses

resultados, houve aumento nos niveis proteicos de Pdx1 e diminuicdo Txnip (Figura 16B).
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Para determinar a capacidade das IPCs em secretar insulina de forma dependente de
glicose, essas células foram avaliadas quanto a sua habilidade de secretar peptideo-C em
resposta a estimulos sequenciais de 1h com baixa (2,8mM) e alta (16,7mM) concentracao de
glicose. A curta duracdo da exposicdo a glicose é importante para que ndo ocorra inducdo da
expressao de Txnip devido a metodologia, causando toxicidade celular (SHALEV et al., 2002).
Peptideo-C é um pequeno polipeptidio que conecta as cadeias A e B da molécula de pro-
insulina, sendo assim, a secrecdo de peptideo-C é diretamente proporcional aos niveis de
insulina secretados. A Figura 16C mostra a razao entre os niveis de peptideo-C secretados
em resposta ao estimulo de glicose (alta e baixa concentracgdo), refletindo a responsividade
de cada linhagem celular a glicose. Os resultados indicam que a inibi¢cao de Txnip aumenta a
capacidade das IPCs de responder a glicose, sendo assim, frente ao estimulo de alta
concentracdo de glicose, essas células foram capazes de responder apropriadamente e

secretar mais insulina.
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Figura 16: Analise funcional das IPCs obtidas a partir da diferenciagdo de linhagens mESCs
geneticamente modificadas para diminuigdo da expressdo do gene Txnip. (A) Analise por qRT-PCR
dos niveis de expressdao de marcadores genéticos associados com a diferenciagdo B-pancredtica. O
gene Hprt foi utilizado como controle de expressdo constitutiva. A expressao génica de cada
linhagem foi normalizada em relagdo ao controle IPCs shRNA NT (linha tracejada). (One-way ANOVA.
*** = p<0,001. n = 3). (B) Andlise por Western blot dos niveis proteicos de Txnip e Pdx1. Alfa-
Tubulina foi utilizada como controle de aplicagdo da amostra. (C) Responsividade das IPCs
geneticamente modificadas a diferentes concentragdes de glicose. Razao entre os niveis de peptideo-
C secretado frente a alta/baixa concentracdo de glicose. Quantificacdo por ELISA (One-way ANOVA.
** = p<0,01. * = p<0,05. n = 3).

2.4.4. Diferenciacdo de mESC superexpressando Txnip
Utilizando as mesmas particulas lentivirais avaliadas na linhagem MIN-6, foi
estabelecida uma linhagem de mESCs USP4 geneticamente modificada para superexpressar

o gene Txnip, USP4 pLV-Txnip, e seu respectivo controle, USP4 pLV-Controle (Figura 17A). A
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expressao de Txnip foi 4,55£0.902 vezes maior na linhagem USP4 pLV-Txnip do que no
controle (Figura 17B). Dessa forma, a superexpressdo de Txnip levou a modulacdo dos niveis

proteicos de Txnip (Figura 17C).
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Figura 17: Superexpressdo do gene Txnip em linhagens de mESCs. (A) Imagens das linhagens de
mMESCs geneticamente modificadas para aumento da expressdo do gene Txnip, mESCs pLV-Txnip, e
respectivo controle, mESCs pLV-Controle. Aumento de 100x. (B) Analise por qRT-PCR dos niveis de
expressdao do gene Txnip nas linhagens de mESCs geneticamente modificadas. O gene Hprt foi
utilizado como controle de expressao constitutiva (Teste t. *** = p<0,001. n = 3). (C) Andlise por
Western blot dos niveis proteicos de TXNIP. Alfa-Tubulina foi utilizada como controle de aplicacdo da
amostra.

O protocolo de diferenciacdo foi reproduzido utilizando-se a linhagem de mESCs
geneticamente modificada superexpressando Txnip (Figura 18). Alteragdes morfoldgicas ja
foram observadas nas colénias de mESCs com superexpressao de Txnip (Figura 17A), as quais
eram menos definidas e com nucleos escuros. Os CEs obtidos ndo apresentaram bordas

definidas e, no estagio de selecdo das células Nestina-positivas, a estrutura de CEs foi
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totalmente perdida, evidenciando-se um menor numero de células progenitoras ao final
desse estdgio. Apds o processo de dissociacdo celular, a proliferacdo celular no estagio de
expansdo nao gerou estruturas definidas, sendo assim, no ultimo estagio da diferenciacao

ndo foram obtidos agregados celulares de IPCs.

pLV-Controle

pLV-Txnip

Figura 18: Imagens obtidas ao longo da diferenciacdo de linhagens de mESCs geneticamente
modificadas para aumento da expressdao do gene Txnip. Aumento de 100x. Cada coluna representa
uma linhagem diferente (mESCs pLV-Txnip e pLV-Controle) e cada linha representa um estagio
diferente do protocolo de diferenciacdo B-pancreatico (CEs, selecdo de células Nestina-positivas,
expansdo de células progenitoras pancreaticas e IPCs).

A expressao de diferentes marcadores de diferenciacdo e de fun¢do B-pancredtica foi
avaliada nas IPCs superexpressando Txnip. Conforme ilustrado na Figura 19A, a expressao do
gene Txnip se manteve elevada ao longo do protocolo de diferenciacdo, porém, essa

modulacdo de Txnip ndo resultou em variacGes estatisticamente significativas nos niveis de
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expressdo dos marcadores Ins1, Ins2, MafA, Ngn3 e Pdxl. Da mesma forma, a
superexpressao de Txnip ndo causou variagcdes nos niveis proteicos de Pdx1 (Figura 19B),

nem na capacidade das IPCs de responder a glicose (Figura 19C).
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Figura 19: Andlise funcional das IPCs obtidas a partir da diferenciagdo de linhagens mESCs
geneticamente modificadas para aumento da expressdo do gene Txnip. (A) Analise por qRT-PCR dos
niveis de expressdao de marcadores genéticos associados com a diferenciacdo B-pancreatica. O gene
Hprt foi utilizado como controle de expressdo constitutiva. A expressdo genética de cada linhagem
foi normalizada em relagdo ao controle IPCs shRNA NT (linha tracejada). (Teste t. *** = p<0,001. n =
3). (B) Anadlise por Western blot dos niveis proteicos de Txnip e Pdx1. Alfa-Tubulina foi utilizada como
controle de aplicagdo da amostra. (C) Responsividade das IPCs geneticamente modificadas a
diferentes concentracdes de glicose. Razdo entre os niveis de peptideo-C secretado frente a
alta/baixa concentragdo de glicose. Quantificacdo por ELISA (Teste t. Diferencas estatisticamente ndo
significativas. n = 3).
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2.4.5. Influéncia de Txnip no desenvolvimento pancredtico de zebrafish

Para avaliar como a inibicdo do gene Txnip influéncia a organogénese pancredtica, o
modelo animal de peixe paulistinha (zebrafish) foi utilizado. Amostras de RNA total de
embrides de zebrafish em diferentes estagios de desenvolvimento foram coletadas, tendo
sido possivel verificar que ambas as copias de Txnip sdo expressas nos estagios em que

ocorre o desenvolvimento pancreatico (Figura 20).
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Figura 20: Andlise por gRT-PCR da expressdo das duas cdpias do gene Txnip, Txnip A e Txnip B,
durante o desenvolvimento de zebrafish. O gene Efia foi utilizado como controle de expressdo
constitutiva. n=3.

2.4.5.1. Inibicdo de Txnip em zebrafish utilizando morfolinos

Morpholinos sdo oligonucleotideos utilizados para bloquear sequéncias especificas de
RNA e, assim, obstruir/inibir processos celulares. Dessa forma, o uso de morfolinos permite
bloquear a traducdo, o splicing, a acdo de micro-RNAs ou a atividade de ribozimas (SANDER
et al., 2007). Neste projeto, foram obtidos morfolinos independentes para alterar o splicing
do exon 3 de cada cépia de Txnip (Figura 21A). Apds a injecdo dos morfolinos, a eficiéncia de
inibicdo foi avaliada (Figura 21B), verificando-se que o produto de PCR referente a banda
selvagem de Txnip teve sua intensidade significativamente diminuida para ambos os mRNAs

(68%+0.13 e 65%%0.065 redugao para Txnip A e B, respectivamente) (Figura 21C).
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Entretanto, os produtos de amplificacdo favorecidos nao correspondem a forma truncada de
Txnip predita. Ndo foram observados produtos de amplicacdo menores, devido a perda do
éxon 3, mas, sim, produtos de amplificacdo alternativos maiores. Apds sequenciar os
produtos de amplificacdo alternativos, concluimos que o bloqueio do terceiro sitio de
splicing favoreceu sitios de splicing alternativos e a inclusdo de sequéncias intronicas,
levando a produtos de amplificacdo maiores (Figura 21D). Para ambos os mRNAs, um cédon
de parada é introduzido nas sequéncias de mRNAs truncados, o que resultard em perda da
expressao proteica. As concentracdes de morfolinos injetadas foram otimizadas para reduzir

a expressao génica sem alterar a morfologia geral dos embrides (Figura 21E).
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Figura 21: Inibicdo das duas cdpias do gene Txnip em zebrafish utilizando a inje¢do de morfolinos em
embrides. (A) Diagrama dos transcritos de Txnip representando a posi¢ao alvo dos morfolinos (MO),
dos primers utilizados na validacdo por RT-PCR (setas) e os produtos de amplificacdo (linhas
tracejadas). Os morfolinos foram desenhados para bloquear sitios de splicing nos limites entre
éxon/intron, causando falha no processo de splicing (inclusdo de intron) e traducdo de sequencias
intronicas. (B) Andlise da eficiéncia de inibicdo por RT-PCR (com primers indicados em A) e
visualizagdo dos produtos de PCR por eletroforese em gel de agarose 3%. E possivel identificar os
produtos para os transcritos truncados (MO Txnip A: 461bp; MO Txnip B: 370bp) e o produto de PCR
menor correspondente aos transcritos resultantes de splicing normal (Txnip A: 287bp; Txnip B:
280bp). (C) A quantificacdo da expressdo relativa de Txnip A e de Txnip B foi determinada por
densitometria dos produtos de RT-PCR. O gene Efla foi utilizado como controle de expressdo
constitutiva (Teste t. *** = p<0,001. n=3). (D) O sequenciamento dos transcritos gerados com o uso
de morfolinos confirma a presenca de sequéncias intrénicas e consequente inclusdo de cédons de
parada prematuros na sequencia proteica correspondente. (E) A injecdo de morfolinos ndo causa
variagdo morfoldgica geral dos embrides de zebrafish. Aumento de 10x.
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2.4.5.2. Inibigdo de Txnip influencia o desenvolvimento do pancreas enddécrino

EmbriGes da linhagem repdrter Tg(NeuroD:EGFP) foram injetados com morfolinos e se
desenvolveram até 72hpf. O fator de transcricao NeuroD é um dos primeiros reguladores da
especificacdo do pancreas enddcrino, sendo detectado em células precursoras enddcrinas
em 14hpf (KORZH et al., 1998). A quantidade de células EGFP positivas no pancreas de cada
morfante foi analisada por microscopia confocal e, conforme ilustrado na Figura 22A, houve
um aumento na massa de células enddcrinas detectadas nos morfantes injetados com MO
Txnip A e MO Txnip B, em relacdo ao MO Controle. Foi possivel quantificar esse aumento de
células enddcrinas quando cada gene foi inibido (Figura 22B). Além disso, a inje¢do de ambos
os morfolinos, MO Txnip A e MO Txnip B, acentuou o aumento de células endécrinas. Por
essa razdo, optamos por conduzir os ensaios seguintes com morfantes duplos (morfantes

injetados com MO Txnip A e MO Txnip B, referido como MO Txnip AB).
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Figura 22: Avaliagdo das células enddcrinas de embrides Tg(NeuroD:EGFP) morfantes de zebrafish
com 72hpf. (A) Imagens z-stack confocal dos pancreas morfantes. Além do repérter NeuroD:EGFP
(verde), as amostras foram marcadas para Pdx1 (azul) e Prox (vermelho). (B) As células EGFP-
positivas expressando NeuroD foram contadas (One-way ANOVA. *** = p<0,001, n = 10).

Visando determinar em qual periodo do desenvolvimento pancreatico a inibicao de
Txnip leva ao aumento de células enddcrinas e se esse aumento se sustenta ao longo do
desenvolvimento pancredtico, uma andlise da linhagem repdrter Tg(NeuroD:EGFP) ao longo
do tempo foi conduzida. O tecido pancredtico de morfantes em diferentes estdgios de
desenvolvimento foi analisado por microscopia confocal (Figura 23A). Conforme ilustrado na
Figura 23B, a populacdo de células enddcrinas EGFP-positivas expressando NeuroD se
mantem similar em morfantes MO Controle e MO Txnip AB em 24hpf. Ja em 48hpf hd um

pequeno aumento da populacdo enddcrina nos morfantes MO Txnip AB. A diferenca entre
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morfantes MO Txnip AB e MO Controle se acentua em 72hpf e permanece estavel até 96hpf.
A observacdo de células EGFP-positivas expressando NeuroD ao longo do pancreas ventral e
associadas ao ducto extra-pancreatico (setas amarelas, Figura 23A) sugere que a inibicdo de

Txnip induz a diferenciacdo enddcrina fora da ilhota principal (circulos amarelos, Figura 23A).
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Figura 23: Avaliacdo das células enddcrinas de embrides Tg(NeuroD:EGFP) morfantes de zebrafish ao
longo do periodo de desenvolvimento pancreatico. (A) Imagens z-stack confocal dos pancreas
morfantes em diferentes pontos de desenvolvimento. Além do reporter NeuroD:EGFP (verde), as
amostras foram marcadas para Pdx1 (azul) e Prox (vermelho). Circulos amarelos destacam a ilhota
principal. Setas amarelas apontam para células enddcrinas fora da ilhota principal. (B) As células
EGFP-positivas expressando NeuroD foram contadas (One-way ANOVA. ** = p<0,01 *** = p<0,001. n
=15).
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2.4.5.3.  Células enddcrinas pancredticas induzidas pela inibicdo de Txnip

Para caracterizar as novas células enddcrinas pancredticas estimuladas pela inibicdo de
Txnip, embrides da linhagem repérter Tg(insulin:dsRed; glucagon:EGFP) foram injetados com
MO Txnip AB ou MO Controle e se desenvolveram até 72hpf. As amostras foram analisadas
por microscopia confocal (Figura 24A). A Figura 24B mostra que a inibicdo de Txnip induz um
numero maior de células produtoras de insulina, entretanto, conforme ilustrado na Figura
24C, ndo houve variagdo na quantidade de células produtoras de glucagon entre os
morfantes MO Txnip AB e MO Controle. Esse resultado sugere que, entre a populagao de
células enddcrinas induzidas pela inibicdo de Txnip, existe uma diferenciagao preferencial em

direcdo as células B-pancreaticas.
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Figura 24: Caracterizacdo das células enddcrinas de zebrafish morfantes utilizando a linhagem
Tg(insulin:dsRed; glucagon:EGFP). (A) Imagens z-stack confocal dos pancreas morfantes. Dois
reporteres sdo visualizados, Insulina:dsRed (vermelho) e Glucagon:EGFP (verde). (B) Contagem das
células dsRed-positivas expressando insulina (Test t. ¥** = p<0,001. n = 15). (C) Contagem das células
EGFP-positivas expressando glucagon (Test t. Diferencgas estatisticamente ndo significativas. n = 15).
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2.4.5.4. Células progenitoras estimuladas pela inibicdo de Txnip

Inicialmente, para determinar a origem das células progenitoras enddcrinas
estimuladas pela inibicdo de Txnip a se diferenciarem em células produtoras de insulina e
para descartar a possibilidade de proliferacdo celular dentro da ilhota principal ser a origem
destas células, um ensaio de incorporacdo de EdU foi realizado. Edu é um analogo de
timidina que pode ser incorporado durante a sintese de DNA. O ensaio de incorporacao de
EdU é um método que permite determinar, diretamente, a sintese de DNA e, indiretamente,
a proliferacdo celular. Para avaliar o periodo de tempo durante o qual ocorre o maior
aumento de células enddécrinas, morfantes Tg(NeuroD:eGFP) foram desenvolvidos até 50hpf,
incubados com EdU e desenvolvidos até 56hpf. Os pancreas dos morfantes foram entdo
analisados (Figura 25A) e o numero de células duplamente marcadas, EGFP-positivas
expressando NeuroD/EdU-positivas, foi contado. Conforme ilustrado na Figura 25B, a
inibicdo de Txnip ndo causa variagdes na proliferagcdo celular que ocorre dentro da ilhota

principal.
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Figura 25: Avaliacdo da proliferacdo celular através de ensaio de incorporacdo de EdU em morfantes
Tg(NeuroD:EGFP) com 56hpf. (A) Imagens z-stack confocal dos pancreas morfantes. Além do repérter
NeuroD:EGFP (verde), as amostras foram marcadas para a incorporac¢do de EdU (azul) e os nucleos
celulares com DAPI (branco). (B) As células duplamente positivas para NeuroD:EGFP e EdU foram
contadas (Test t. Diferencgas estatisticamente nado significativas. n = 5).

Para determinar se o ducto intra-pancreatico é a fonte de progenitoras enddcrinas
estimuladas pela inibicdo de Txnip, a integridade do ducto intra-pancreatico foi avaliada. Um
elemento responsivo a Notch, o promotor do gene Epstein Barr Virus terminal protein 1
(Tp1) foi utilizado na linhagem repodrter Tg(Tp1:EGFP) (PARSONS et al.,, 2009). O pancreas
dos morfantes Tg(Tp1:EGFP) com 72hpf foi analisado, ndo tendo sido possivel capturar
gualquer mudanca morfoldgica ou perda de integridade intra-pancredtica entre as amostras

(Figura 26).



94

MO Txnip AB MO Controle

Figura 26: Avaliacdo das células progenitoras influenciadas pela inibicdo de Txnip. Andlise da
estrutura dos ductos intra-pancreaticos de morfantes Tg(Tp1l:EGFP). Imagens z-stack confocal dos
pancreas morfantes. Além do repérter Tpl:EGFP (verde), os nucleos celulares foram marcados com
DAPI (branco).

Para analisar o efeito da inibicdo de Txnip sobre as células progenitoras enddcrinas
presentes no ducto extra-pancreatico, morfantes da linhagem Tg(Nkx2.2aD:eGFP) foram
avaliados. A linhagem repodrter Tg(Nkx2.2aD:eGFP) expressa EGFP sob o controle de um
fragmento do promotor de Nkx2.2a, o qual contem elementos regulatérios necessarios para
a expressdao de Nkx2.2a em células precursoras enddcrinas, assim como em células
diferenciadas do ducto pancreatico, porém, o fragmento do promotor é silencioso em
células diferenciadas da ilhota principal (PAULS et al., 2007). Conforme ilustrado na Figura
27, morfantes MO Txnip AB apresentam um numero significativamente maior de células do
ducto extra-pancreatico duplamente marcadas, sendo EGFP-positivas, expressando Nkx2.2a,
e insulina-positivas. Esse resultado sugere que o ducto extra-pancreatico contém células
progenitoras que podem ser estimuladas pela inibicdo de Txnip a se diferenciarem em

células enddcrinas.
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Figura 27: Avaliacdo das células progenitoras influenciadas pela inibicdo de Txnip. Andlise da
estrutura do ducto extra-pancreatico dos morfantes Tg(Nkx2.2aD:EGFP). (A-F) Representagdo dos
pancreas morfantes. (A-D) Imagens z-stack confocal. Além do repdrter Nkx2.2aD:EGFP (verde), as
amostras foram marcadas para insulina (vermelho) e os nucleos celulares foram marcados com DAPI
(branco). (E-F) Representagdo de plano bidimensional destacando a co-localizagdo da marcagdo para
insulina (vermelho) e para Nkx2.2 (verde). (G) As células duplamente positivas para Nkx2.2aD:EGFP e
insulina foram contadas (Test t. *** = p<0,001. n = 10).

Visando elucidar os mecanismos moleculares iniciados pela inibicdo de Txnip e
responsaveis pelo aumento no nimero de células enddcrinas produtoras de insulina nos
morfantes MO Txnip AB, a expressao genica de alguns marcadores pancredticos foi avaliada.
A Figura 28 demonstra que a expressao de Ins, Pdx-1 e de MafA foi maior nos morfantes MO

Txnip AB.
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Figura 28: Andlise por qRT-PCR de marcadores genéticos associados a diferenciacdo B-pancreatica
em amostras obtidas a partir de morfantes MO Txnip AB e MO Controle. O gene Efla foi utilizado
como controle de expressdo constitutiva (Test t. *** = p<0,001. n = 3).

2.45.5. Efeito da inibicdo de Txnip em modelo de diabetes em zebrafish

O Diabetes do tipo MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young) é uma forma rara de
diabetes causada por mutacdo genética Unica. Mutacdes do gene Hepatocyte nuclear factor-
1 8 (Hnf18) causam a forma de MODY conhecida como MODY5. Esse gene codifica para um
fator de transcricdo importante para o desenvolvimento normal de células-B, rins, trato
renal e Utero. A linhagem de zebrafish conhecida como Liger™° (Hnf1Ba***°) é um modelo
mutante hipomorfo para Hnfl8a, que recapitula as doencas pancredticas observadas em
humanos portadores de mutacdes heterozigotas em HNF1B (LANCMAN et al., 2013). O
mutante Liger***° foi utilizado para determinar o potencial da inibicio de Txnip em recuperar

830 com o reporter Ptfla:EGFP, foram injetados com

o fenétipo diabético. Embrides Liger
MO Controle e MO Txnip AB e se desenvolveram até 72hpf. O fator de transcricdo Ptfla é
expresso nas primeiras células precursoras pancreaticas, sendo posteriormente restrito a
células acinares, onde ativa, diretamente, genes responsdveis pela diferenciacdo exdcrina

(KRAPP et al., 1996). Através de microscopia confocal, observamos que a inibicdo de Txnip

ndo é capaz de recuperar a morfologia do pancreas exécrino do modelo de MODYS5, pois a
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area correspondente as células EGFP-positivas expressando Ptfla permanece restrita,
independente da condicdo experimental (Figura 29A-B). Entretanto, a inibicdo de Txnip é

capaz de restaurar quantitativamente as células produtoras de insulina (Figura 29D).
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Figura 29: Estrutura pancreatica do modelo mutante zebrafish Ligers430 (hnflbas430) de MODY-5.
(A-C) Imagens z-stack confocal dos pancreas (A-B) Ligers430 morfantes e (C) de pancreas selvagem
normal. Além do repérter Ptfla:EGFP (verde), as amostras foram marcadas para insulina (azul). (D)
As células insulina-positivas foram quantificadas (One-way ANOVA. *** = p<0,01. n = 15).

2.4.6. Obtencao de mutantes para Txnip

De forma a induzir a delecdo de parte da sequéncia gendémica de Txnip A e Txnip B em
linhagens de zebrafish, foram obtidos gRNA para dirigir a nucleasse Cas9 para a sequéncia do
primeiro éxon de Txnip A e Txnip B. Cada gRNA, associado a Cas9 recombinante, foi injetado

em embrides no estagio de uma célula. A eficiéncia de mutagénese e a identificacdo dos FO
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mutantes foram realizadas através do ensaio Surveyor. A enzima Surveyor é uma nucleasse
que reconhece e cliva DNA em regides com mismatches devidas a polimorfismos de
nucleotideo Unico (single nucleotide polymorphisms, SNPs) ou pequenas delecbes e
insercOes. A regido alvo dos gRNAs foi amplificada por PCR, o produto de reacdo foi
submetido a digestdo com a enzima Surveyor e avaliado por eletroforese em gel de agarose,
de forma a detectar muta¢des no DNA. A Figura 30 mostra que a enzima Surveyor foi capaz
de clivar apenas os produtos de PCR de amostras que foram injetadas com gRNA e que o

sistema CRISPR/Cas9 foi capaz de mutar a sequéncia gendmica de Txnip A e Txnip B.

Txnip A Txnip B
SgRNA controle sSgRNA controle
=

Figura 30: Imagens representativas de eletroforese em gel agarose de ensaios Surveyor
demonstrando a ocorréncia de mutagdes obtidas pelo sistema CRISPR/Cas9. O DNA de 10 embrides
FO injetados com gRNA/Cas9 foram obtidos e os produtos de amplificagdo por PCR referentes ao
gene Txnip foram analisados pelo ensaio Surveyor. No gel, os produtos de amplificagdao sdo sempre
seguidos pelos produtos de digestdao com a enzima Surveyor. Os retangulos azuis destacam produtos
de digestdao causados pela digestdo que a enzima Surveyor promove em sequéncias mutadas,
demonstrando a obtenc¢do de mutantes FO heterozigotos para Txnip.

Os zebrafish founders FO foram cruzados e desenvolvidos até a idade adulta. Para
identificar a proxima geracdo de portadores da mutagdao induzida com o sistema
CRISPR/Cas9 (F1), a regido alvo dos gRNAs foi amplificada por PCR e o produto foi analisado
por eletroforese em gel. A Figura 31 mostra que é possivel identificar F1 utilizando
eletroforese em gel de agarose ou de poliacrilamida. As amostras com mutacdes severas
tém um perfil de amplificagdo por PCR que difere do padrdo selvagem. As reacdes de

sequenciamento foram obtidas apenas para amostras potencialmente positivas.
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Figura 31: Imagens representativas de eletroforese em gel de produtos de amplificagdo por PCR
referentes ao gene Txnip, partindo de amostras de peixes F1. As mesmas amostras foram analisadas
em gel de (A e B) agarose e em gel de (C e D) poliacrilamida. Os retangulos azuis destacam produtos
de PCR de mutantes severos que diferem do produto de amplificacdo dos embrides selvagens
(controle). Os possiveis gendtipos obtidos sdo destacados nos exemplos: homozigoto mutado (Txnip
A7), homozigoto ndo mutado (Txnip B*) ou heterozigoto (Txnip B*).

Entre as amostras selecionadas por eletroforese, trés mutantes F1 foram identificados
para Txnip A e para Txnip B. Os F1 apresentam delec¢Ges, inser¢cdes ou polimorfismos na
sequéncia de Txnip A e B, as quais desencadeiam mutag¢des de frameshift ou missense,
levando a perda de expressao de proteina (Figura 32 e Figura 33 e Tabela 5). Os mutantes F1
foram cruzados com linhagens de zebrafish selvagem, a fim de expandir a populacao,
estabelecer linhagens de zebrafish mutantes para Txnip e eliminar qualquer possivel
mutacdo off-target. Os mutantes F1 também foram cruzados entre si, isto é, entre mutantes
Txnip A e Txnip B, para estabelecer uma linhagem mutante dupla. A andlise do
desenvolvimento pancredtico de mutantes obtidos por CRISPR/Cas9 para Txnip A e Txnip B

deve corroborar e complementar os resultados obtidos com os morfantes de Txnip.
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Figura 32: Gendtipo dos mutantes Txnip A CRISPR selecionados. A sequéncia gendmica de Txnip A foi
estabelecida para trés mutantes CRISPR F1 diferentes.
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Figura 33: Gendtipo dos mutantes Txnip B CRISPR selecionados. A sequéncia gendmica de Txnip B foi
estabelecida para trés diferentes mutantes CRISPR F1.
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Tabela 5: Sequéncia proteica referente as sequencias genémicas estabelecidas para os mutantes
CRISPR F1.

Gene Mutante  Mutacdo Sequéncia proteica

Controle  MVAMTKRVKVFEIAFNDPSKTFYCSGDKVAGKVLVE
Frameshift MVAMTKRVKVFEIAFNDPWRSRR Stop

Frameshifft MVAMTKRGEGGDQTEVKFFLSKKKRHVS

Frameshift LVPPTPPSPPLStop

Txnip A

Controle  MGVLTKKPKAFEVQMSDPNKIAYSGGDKVAGRVIVEVAEL
Missense MSDPNKIAYSGGDKVAGRVKVSAVEL

Frameshift MSDPNKIAYSGGDKDTYRWRSC Stop

Frameshift MSDPNKIAYSGGDRWRSC Stop

Txnip B
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2.5. Discussao

TXNIP é descrito como um fator pro-apoptédtico em células-B, sendo induzido por
glicose e atuando na toxicidade induzida por glicose em células-p (SHALEV, 2014). O
camundongo ch-19/Txnip'/' deficiente em Txnip apresenta niveis elevados de insulina,
sendo protegido contra Diabetes induzido por estreptozotocina (CHEN et al., 2008a). Porém,
a diminuicdo relativa na massa de células-f induzida por doses padrao de estreptozotocina
foi igual ou superior aquela do camundongo controle e o modelo deficiente em Txnip nado
esta protegido contra diabetes induzido por doses maiores de estreptozotocina (MASSON et
al., 2009). No modelo ch—19/Txnip'/', a determinacdo da massa de células-B antes do
tratamento com Estreptozotocina, indica que a deficiéncia de Txnip é capaz de induzir o
aumento na massa de células-B mesmo em condi¢des normais (MASSON et al., 2009) e que
a resisténcia relativa do modelo murino deficiente em Txnip ao Diabetes pode estar
relacionada a esse aumento inicial da massa de células-B. O conhecimento atual acerca da
fungdo de Txnip o aponta como um fator determinante na sobrevivéncia e na fungao de
células-B, porém, ainda é necessario determinar qual o envolvimento deste gene com o
desenvolvimento B-pancredtico. Devido a sua influéncia na funcdo de células-B e sua
expressao diferencial ao longo da diferenciacdo B-pancreatica de mESCs, observada por nds
anteriormente (SILVA, 2008), no presente trabalho, buscou-se elucidar se a inibicdo de Txnip
pode induzir aumento da massa de células-B e se esse efeito pode ser utilizado em favor da
diferenciacdo de mESCs em IPCs e, ainda, se é conservado in vivo, no modelo de zebrafish.

Nos ultimos anos, diversos protocolos para a diferenciacio de PSCs foram
estabelecidos, buscando mimetizar a organogénese pancreatica através da utilizacdo de
coquetéis de moléculas que atuam sobre vias de sinalizacdo intracelulares especificas.

Recentemente, dois grupos de pesquisa demonstraram, independentemente, a possibilidade
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de induzir a diferenciagdo de células-tronco embriondrias humanas (hESCs) em IPCs com
niveis de secrecdo de insulina similares aqueles observados para ilhotas pancreaticas
humanas (PAGLIUCA et al., 2014; REZANIA et al., 2014). Entretanto, o conhecimento acerca
da funcdo e da heterogeneidade das células-B e das culturas de IPCs derivadas a partir de
células-tronco é limitado. Além disso, diversos grupos continuam a somar forcas no esforco
de aperfeicoar os protocolos de diferenciacdo, pois ainda é proibitivamente cara a
reproducdao do status quo (JOHNSON, 2016). Por outro lado, é possivel empregar os
protocolos anteriores para gerar células similares a células-B para estudos de
desenvolvimento, permitindo responder questdes que ndo demandam células
completamente funcionais para serem respondidas.

O protocolo utilizado no presente trabalho (LUMELSKY et al., 2001) é considerado
controverso, pois gera IPCs expressando ndo apenas marcadores de células-f maturas, mas,
também, uma mistura de fenétipos pancreaticos (BOYD et al., 2008), resultando em baixa
razdo de peptideo-C/insulina, sugerindo que o contetdo de insulina é constituido por uma
mistura de sintese de novo e de absor¢do do meio de cultura (RAJAGOPAL et al., 2003). Além
disso, as IPCs sao defectivas em ensaios de secre¢do de insulina induzida por glicose, pois
essas células secretam insulina em resposta a baixa concentracdo de glicose, porém, sdo
incapazes de secretar insulina em niveis significativamente maiores em resposta ao estimulo
com alta concentracdo de glicose (BOYD et al.,, 2008). Sendo assim, esse protocolo ndo é
ideal para a obtencdo de IPCs funcionais e exige aprimoramento adicional, caracteristica que
nos levou a avaliacdo do potencial de modulacdo da expressao do gene Txnip em melhorar o
protocolo de diferenciacao B-pancreatica.

O protocolo de diferencia¢do foi reproduzido para diferenciar mESCs em IPCs (Figura

9). Para elucidar a identidade das células, as IPCs foram marcadas com Ditizona, mostrando
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qgue as células possuiam reservas intracelulares de insulina. De fato, as IPCs obtidas foram
capazes de secretar insulina (Figura 9G), entretanto, em niveis mais baixos do que a
linhagem celular MING6, a qual apresenta secrecao de insulina induzida por glicose de modo
similar a de ilhotas pancreaticas isoladas (ISHIHARA et al., 1993, p. 6; MIYAZAKI et al., 1990).
Estudos utilizando insulina marcada radioativamente no meio de cultivo mostraram que IPCs
obtidas através deste protocolo sdo capazes de sintetizar insulina de novo, porém, a insulina
secretada por essas IPCs é uma mistura de insulina sequestrada do meio de cultura e
insulina de sintese de novo (PAEK; MORGAN; LYSAGHT, 2005). Dessa forma, os niveis de
insulina secretados pelas IPCs podem refletir tanto a producdo de insulina de novo quanto a
absorcdo da mesma a partir do meio de cultura, que é rico em insulina. A quantificacdo de
peptideo-C seria uma forma mais acurada de medi¢cdo. Como apenas a forma madura da
molécula de insulina é adicionada ao meio de cultivo, a presenca de peptideo-C indica que
ocorreu a producdo de novo de insulina (RAIKWAR; ZAVAZAVA, 2009). Demonstramos que as
IPCs obtidas sdo capazes de armazenar e secretar insulina, porém, os niveis detectados ndo
se comparam aos niveis secretados pelo controle positivo da linhagem MING6. Além disso,
ndo foi demonstrado se as IPCs sdao capazes de produzir insulina de novo ou se absorveram
seu conteudo a partir do meio de cultivo rico em insulina.

A expressdo do gene Txnip atingiu niveis mais elevados de expressdo no estagio de
expansdo de mESCs, quando comparado com qualquer outro estagio do protocolo de
diferenciacdo (Figura 9H). As PSCs dependem preferencialmente do metabolismo glicolitico
(RYALL et al., 2015) e sabe-se que o aumento no fluxo glicolitico diminui os niveis de
intermediarios importantes para a inducdo da expressao de Txnip (YU et al., 2010). Dessa
forma, a manutencdo da pluripoténcia deveria estar relacionada com baixos niveis de

expressao de Txnip. Acreditamos que o comprometimento das células pluripotentes com o
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programa pancreatico seja o fator determinante para a reducao da expressao de Txnip. Apds
a drastica reducdo de expressdao que segue a primeira etapa do protocolo de diferenciacao,
ha apenas um pequeno aumento relativo na expressdo de Txnip durante a etapa de selecdo
de células Nestina-positivas, quando ocorre morte de outros tipos celulares, corroborando
dados da literatura que apontam Txnip como um regulador de apoptose (ZHOU; CHNG,
2013). A diminuicdo relativa na expressdao de Txnip nas progenitoras pancreaticas pode se
dever ao papel de Txnip na sobrevivéncia de células-B ou ao provdvel papel de Txnip no
comprometimento de progenitoras com o perfil pancredtico.

Visando validar as ferramentas de modulacdo génica estabelecidas, células [-
pancreaticas murinas da linhagem MIN6 foram transduzidas com as diferentes particulas
lentivirais obtidas para inibir ou induzir a expressdao de Txnip. As particulas lentivirais
contendo as sequéncias de shRNA 1 e shRNA 2 foram eficientes na inibicdo do gene Txnip
(Figura 10B), o que induziu aumento no indice de producdo de insulina pelas células MIN6
(Figura 10C), corroborando dados da literatura (RANI et al., 2010). Além disso, o potencial
proliferativo dessas células foi aumentado, com diminuicdo significativa do tempo de
dobramento celular (Figura 11A-B).

VariacGes na massa de células-B sdo dependentes do balanco entre a taxa de morte e a
taxa de proliferacdo (ou neogénese), portanto, avaliamos se o tratamento com citocinas
afeta a taxa de apoptose de células MIN6 de forma diferencial entre as linhagens
geneticamente modificadas. As citocinas pro-inflamatérias Tnf-a, [I-1B e Ifn-y sdo
relacionadas com a disfuncado e a destruicao de células-B, que ocorrem no DM1, sendo que a
combinacdo dessas citocinas é amplamente utilizada para mimetizar as condi¢ées do DM1 in
vitro (EIZIRIK; COLLI; ORTIS, 2009; THOMAS et al., 2009). Porém, o aumento da proliferacao

celular ndo foi refletido na diminuicdo de apoptose entre as linhagens geneticamente
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modificadas com inibicdo de Txnip (Figura 11C-D). Apesar do tratamento com citocinas
induzir a morte celular, foi observada apenas uma tendéncia estatisticamente nao
significativa em reduzir os niveis de apoptose (Figura 11C) e nenhuma variacdo nos niveis de
necrose (Figura 11D) induzidos pelo coquetel de citocinas, portanto, a inibicdo de Txnip ndo
foi capaz de proteger as células B-pancredticas do estimulo de morte. Esse resultado condiz
com a observacdo de que células ISN1 de insulinoma de rato tratadas com RNA de
interferéncia para inibicdo de Txnip, assim como ilhotas pancreaticas isoladas do modelo
Hcb-19/Txnip '/', guando tratadas diretamente com Estreptozotocina ou com um coquetel de
citocinas, ndo sdo mais resistentes a apoptose do que seus respectivos controles (MASSON
et al.,, 2009). Além disso, os resultados obtidos indicam que o aumento do potencial
proliferativo induzido pela inibicdo de Txnip é causado pelo aumento da taxa de proliferacdo
celular e ndo pela diminui¢cdo da taxa de morte.

Com relagcdao a superexpressao de Txnip na linhagem MIN6, a particula lentiviral
induziu aumento significativo na expressdo do gene, porém, de apenas 3,28+0,06 vezes o
nivel de expressdo da linhagem controle (Figura 12B), ndo havendo variacdo nos indices de
producdo de insulina (Figura 12C). Houve, sim, variacdo do perfil de proliferacdo e aumento
do tempo de dobramento celular (Figura 13A e B). Além disso, observou-se que a
superexpressao de Txnip leva ao aumento dos indices de apoptose (Figura 13C) e de necrose
(Figura 13D), mesmo na auséncia do tratamento com citocinas. De fato, em diversos tipos
celulares, a expressdo de Txnip esta relacionada com a inibi¢do da proliferagdo celular e/ou
com a inducdo de apoptose (CHEN et al., 2006b; HAN et al., 2003; MINN; HAFELE; SHALEV,
2005; SCHULZE et al., 2002; WANG; DE KEULENAER; LEE, 2002; WANG et al., 2006). Porém, a
inducdo da expressdo de Txnip em células-B pancredticas também esta relacionada com a

perda da capacidade de secretar insulina em resposta a estimulos de glicose, relacdao esta
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qgue ndo foi observada nas linhagens de MIN6 superexpressando Txnip obtidas neste
trabalho (Figura 12C). Uma possivel explicacdo para esta discrepancia seria o nivel
relativamente baixo de inducdo da expressdao de Txnip. A literatura descreve niveis de
expressao de Txnip que alcancam até 23,7 vezes a expressdo de células controle (RANI et al.,
2010). As construcdes lentivirais para expressdo de Txnip obtidas no presente trabalho ndo
foram capazes de induzir niveis mais altos de expressdao de Txnip em linhagens de MING.
Além disso, altos niveis de expressdao de Txnip, que induzem grande perda celular por
apoptose, tornariam o trabalho de diferenciacdo de mESCs invidvel. Dessa forma, optamos
por induzir aumento na expressao de Txnip, porém, sem maior comprometimento da
viabilidade celular.

As observagdes realizadas com a modulacao da expressao do gene Txnip em MIN6
corroboram dados da literatura, confirmando a eficiéncia das ferramentas obtidas e
fornecendo evidéncias de que Txnip pode atuar no desenvolvimento e/ou proliferacdo de
células-B. Para determinar a influéncia de Txnip no protocolo de diferenciacdo B-pancreatica,
linhagens de mESCs submetidas a inibicdo ou superexpressdo de Txnip foram obtidas. As
linhagens de mESCs nas quais a expressdo de Txnip foi inibida apresentaram proliferacdo
mais intensa e formacdo de agregados celulares bem estruturados, com limites bem
definidos, durante a expansdao de mESCs (Figura 14A), a formacdo de CEs e de IPCs (Figura
15). Além disso, durante a selecdo de células progenitoras Nestina-positivas, um menor nivel
de perda celular foi observado, indicando a obtencdo de maior rendimento durante o
protocolo de diferenciacao B-pancredtico e apontando para a deficiéncia de Txnip como um
fator indutor da formacdo de massa B-pancredtica. Os fatores de transcricdao Pdx1, Ngn3 e
MafA participam do processo natural de diferenciacdo de células B-pancreaticas. E possivel

transdiferenciar células exdcrinas pancreaticas e células epiteliais do ducto biliar hepatico
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em IPCs através da inducdo da expressdo desses fatores de transcricdo (AKINCI et al., 2012,
2013; BANGA et al., 2012; KOBLAS et al., 2016). A inibicdo de Txnip ndo apenas induziu
maior expressao desses fatores de transcricdo, como, também, aumentou a expressdo de
marcadores de funcdo B-pancredtica (Figura 16A). Se o padrdo observado de expressdo
génica pode ser atribuido a um unico tipo celular dentre as IPCs obtidas ou a todas as células
nessa populacdo é uma questdo que ainda deve ser respondida, porém, a deficiéncia de
Txnip foi capaz de induzir a expressao de um conjunto-chave de fatores de reprogramacao. A
expressao do fator progenitor endécrino Ngn3 é descrita como sendo muito mais alta
durante o desenvolvimento embriondrio, sendo, esse gene, essencial para a manutencdo de
células progenitoras do pancreas enddcrino e acreditava-se que era inibido em células
maduras (DESGRAZ; HERRERA, 2009; JOHANSSON et al., 2007; SZABAT et al., 2012).
Atualmente, sabe-se que hd baixa expressio de Ngn3 em ilhotas humanas e de
camundongos (DROR et al.,, 2007). O aumento na expressdao de Ngn3 indica que houve a
inducdo de mais células progenitoras e, considerando as novas evidéncias, o aumento de
expressao de Ngn3 ndo indica, necessariamente, a persisténcia de IPCs imaturas no estagio
final de diferenciacdo B-pancreatica.

Para determinar se as IPCs sdo capazes de produzir insulina de novo ou se elas apenas
absorvem insulina do meio de cultivo, foi realizada a quantificacdo de peptideo-C secretado.
A inibicdo de Txnip foi capaz de melhorar a resposta das IPCs ao estimulo de glicose (Figura
16C). IPCs imaturas podem meramente secretar toda a insulina de seu citoplasma apds o
estimulo com baixa concentracao de glicose e nao ter reserva de insulina para secretar apds
um novo estimulo, mesmo que este seja feito com maior concentragdo de glicose (BOYD et
al., 2008). Alternativamente, o numero de IPCs utilizado pode ser determinante para a

sensibilidade a insulina dessas células, uma ideia que é sustentada por ensaios de estimulo
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de glicose com ilhotas pancredticas que apresentam sensibilidade a glicose defeituosa
quando o numero de células é baixo (BOYD et al., 2008). No entanto, quando um nimero
maior de ilhotas é utilizado, a capacidade normal de deteccdo de glicose é restaurada (BOYD
et al., 2008). De qualquer forma, foi possivel demonstrar que a inibicdo de Txnip ao longo do
protocolo de diferenciacdo B-pancreatica gera IPCs com resposta ao estimulo de glicose mais
adequada, seja pelo aumento do nimero de células diferenciadas ou pela promocao de IPCs
mais maduras.

A linhagem de mESCs superexpressando Txnip apresentou proliferacdo menos intensa
e as IPCs ndo foram obtidas como agregados celulares (Figura 18). Txnip inibe a proliferacao
celular através da ativagdo de sinais apoptéticos, sendo descrito como um gene supressor
tumoral que, normalmente, é silenciado por mecanismos genéticos e epigenéticos em
células cancerigenas (ZHOU; CHNG, 2013). Essas observagdes sugerem que a superexpressao
de Txnip pode induzir um menor nimero de células-f ou até um processo de diferenciacao
pancreatica menos eficiente, com grande perda celular devida a apoptose. A superexpressao
induzida de Txnip ndo foi suficiente para induzir variagdes estatisticamente significativas na
expressao de marcadores de diferenciacdo e de funcdo B-pancredtica (Figura 19A). Da
mesma forma, o aumento de expressdo de Txnip induziu apenas uma tendéncia a
diminuicdo dos niveis de peptideo-C secretado, porém, essa diminuicdo ndo foi
estatisticamente significativa (Figura 19C). NOs acreditamos que a superexpressdo de Txnip
induz a perda de células progenitoras e menor rendimento de IPCs. Porém, o nivel de
superexpressao obtido na linhagem mESCs USP4 pLV-Txnip, apesar de ser estatisticamente
significativo e 4,55+0.9 vezes superior aquele da linhagem controle (Figura 17), ndo foi
suficiente para induzir fendtipos estatisticamente significativos, causando apenas tendéncias

gue condizem com a literatura e com a inducdo de perda de viabilidade e de funcao B-
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pancreatica devido a expressdo elevada de Txnip. Por estas mesmas razdes, acreditamos que
linhagens expressando niveis mais elevados de Txnip foram invidveis.

Como o protocolo utilizado ndo gera IPCs completamente funcionais, nds utilizamos o
modelo de zebrafish para validar o potencial da inibicdo de Txnip em dirigir a diferenciacao
de células progenitoras para células-B. Diferentemente de humanos e camundongos,
zebrafish possui duas copias do gene Txnip, ou seja: Txnip A e Txnip B, sendo ambas
expressas durante as primeiras 96hpf (Figura 20). Utilizando morfolinos, foi possivel inibir a
expressao de Txnip A e Txnip B (Figura 21) e analisar os efeitos desses genes ao longo do
desenvolvimento pancredtico. No desenvolvimento embriondrio, NeuroD é um dos
primeiros reguladores da especificagdo pancredtica enddécrina (KORZH et al.,, 1998) e a
inibicdo de Txnip induziu o aumento no numero de células expressando NeuroD no pancreas
de morfantes com 72hpf (Figura 22). E importante enfatizar o efeito cumulativo da inibi¢do
de Txnip A e Txnip B no aumento do numero de células enddcrinas, sugerindo que ambos
possuem funcdes celulares similares. De fato, fun¢cbes similares para ambas as copias de
Txnip foram descritas no metabolismo de glicose de embrides de zebrafish (AKINCI et al.,
2013). Por esses motivos, n6s optamos por conduzir os ensaios seguintes com morfantes
duplos MO Txnip AB. Também observamos um aumento no numero de células EGFP-
positivas expressando NeuroD fora da ilhota principal nos morfantes MO Txnip AB (Figura
23A), sugerindo que a inibicdo de Txnip induz o aumento de células enddcrinas através da
estimulacdo de progenitoras enddcrinas associadas aos ductos pancredticos. Essas
progenitoras podem se diferenciar e proliferar apds a diferenciacdo da ilhota principal,
durante a segunda onda de diferenciacdo pancredtica (HESSELSON et al., 2009; PARSONS et

al., 2009; WANG et al., 2011).
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Apesar da tendéncia de aumentar a populacdo enddcrina fora da ilhota principal, a
quantificacdo dessas células ndo foi estatisticamente significativa. Sabe-se que durante a
formacao secunddria de células enddcrinas, essas células se de-laminam e migram para
contribuir com a ilhota principal (DONG et al., 2007, p. 1, 2008; ZECCHIN et al., 2004). Sendo
assim, uma grande variabilidade é esperada entre as amostras no que se refere ao nimero
de células enddcrinas fora da ilhota principal, diminuindo a significancia estatistica dos
dados. Entretanto, a inibicdo de Txnip induz um aumento no nuimero de células EGFP-
positivas expressando NeuroD apenas a partir de 24hpf (Figura 23A), quando a ilhota
principal ja estd formada (FIELD et al., 2003), e, principalmente, entre 48-72hpf (Figura 23A),
um periodo no qual as precursoras associadas aos ductos pancreaticos sdao estimuladas,
corroborando a hipétese de que a inibicdo de Txnip causa aumento na populacado de células
enddcrinas durante a formacdo secunddria. Além disso, a inibicdo de Txnip ndo causa
variagOes de proliferacao celular dentro da ilhota principal (Figura 25).

O sistema ductal derivado do broto pancredtico ventral inclui o ducto extra
pancreatico, o qual conecta o pancreas ao intestino, e uma rede ramificada de ductos na
cauda do pancreas conhecida como ductos intra-pancreaticos (KIMMEL et al., 2011). As
células enddcrinas da segunda onda de diferenciacdo se originam do ducto extra-
pancreatico, contribuindo para a expansao da ilhota principal, ou do ducto intra-pancreatico,
para formar pequenas ilhotas secundarias ao longo do pancreas de zebrafish (CHEN et al.,
2007; MORO et al., 2009; PARSONS et al., 2009; WANG et al.,, 2011). Os ductos intra-
pancreaticos contém células pancreaticas responsivas a Notch (pancreatic Notch-responsive
cells, PNCs), uma populacdo de progenitoras de células enddcrinas e ductais, mas ndo de
células acinares (KIMMEL et al., 2011; PARSONS et al., 2009). A via de sinalizacdo de Notch

mantém as células progenitoras pancreaticas em um estado proliferativo indiferenciado e
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controla a inducdo de células, em estagios diferentes, para formar as linhagens pancreaticas
(ZECCHIN et al., 2004). Para determinar se a inibicdo de Txnip impulsiona o aumento de
células enddcrinas através da diferenciacdo de progenitores pancredticas PNCs, a
integridade da rede de ductos intra-pancreaticos foi analisada. Como elemento responsivo a
Notch, nds utilizamos o promotor do gene Tpl (Figura 26). Ndo foi possivel identificar
diferenca morfoldgica alguma ou perda de integridade dos ductos intra-pancreaticos devido
a inibicdo de Txnip. Uma abordagem mais adequada para determinar se as progenitoras
enddcrinas do ducto intra-pancredtico sdao estimuladas pela inibicdo de Txnip, seria um
ensaio de rastreamento celular com repdrteres fluorescentes, os quais sdo capazes de
identificar novas células enddécrinas que, em algum ponto do desenvolvimento, expressaram
marcadores de ducto intra-pancreatico.

Foi descrito na literatura que células expressando NeuroD sao encontradas ao longo do
ducto extra-pancredtico (DONG et al.,, 2007; KIMMEL et al., 2011). Ocasionalmente, as
células ductais extra-pancredticas NeuroD-positivas expressam baixos niveis de insulina,
correspondendo a células-f recém-diferenciadas (KIMMEL et al., 2011). Camundongos com
perda de expressao de Nkx2.2 desenvolvem um pancreas enddcrino deficiente, nos quais as
células-p sdo totalmente ausentes (PAULS et al., 2007). Quando o gene homologo Nkx2.2a é
inibido em zebrafish, ocorre a reducdao do numero de células o e B (PAULS et al., 2007). O
ducto extra-pancreatico se origina a partir de células Nkx2.2a-positivas, as quais formam
uma rede intercelular que circunda a ilhota principal e por um ducto de células
interconectadas no centro da cauda pancredtica (PAULS et al., 2007). Para analisar o efeito
da inibicdo de Txnip sobre as células do ducto extra-pancreatico, foi utilizada a linhagem
Tg(Nkx2.2aD:eGFP). Essa linhagem repdrter expressa EGFP sob o controle de um fragmento

do promotor de Nkx2.2a, permitindo a expressdo de EGFP nas células precursoras
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enddcrinas, assim como nas células ductais diferenciadas, enquanto é silencioso em células
enddcrinas diferenciadas (PAULS et al., 2007). A dupla marcacdo de células ductais extra-
pancreaticas EGFP-positivas expressando Nkx2.2 e insulina nos morfantes MO Txnip AB,
sugere que o ducto extra pancredtico seja uma fonte de células progenitoras enddcrinas
estimuladas pela inibicdo de Txnip (Figura 27).

No modelo murino ch-19/Txnip'/' deficiente em Txnip, os niveis proteicos e a
atividade de TXN sdo similares entre o camundongo deficiente em Txnip e o camundongo
selvagem, no estado alimentado ou em jejum, sugerindo que as perturbacdes metabdlicas
do modelo deficiente em Txnip devem envolver outras intera¢des independentes de TXN
(SHETH et al.,, 2005). Além disso, ja foi sugerido que Txnip atua como um regulador
transcricional (HAN et al., 2003). Essas observagdes indicam que Txnip modula a transcri¢cdo
genética em células-B, reforcando seu provavel papel na regulacdo do desenvolvimento
embrionario dessas células. O fator de transcricdo MafA ativa a transcricao de insulina,
sendo fundamental para a funcdo B-pancredtica (EL KHATTABI; SHARMA, 2015). Importantes
reguladores da formacdo e da funcdo das células-B, como Pdx-1 e Nkx2.2, se ligam,
especificamente, a regides regulatdrias de MafA (RAUM et al., 2006). O padrdo de expressao
de MafA em pancreas ndo é usual, pois nenhum outro fator de transcricdo ja caracterizado é
expresso exclusivamente em células-B ou é induzido tanto na primeira como na segunda
onda de formacdo de células-B durante a embriogénese (MATSUOKA et al.,, 2004). Foi
descrito que Txnip controla a expressdao de miR-204 (XU et al., 2013), o qual, por sua vez,
pode regular fatores de transcricao chave para as células-B, como MafA e, assim, modula a
funcdo e a diferenciacao celular. Foi possivel quantificar o aumento da expressao de MafA

nos morfantes MO Txnip AB, acompanhada da inducdo de expressao de Insulina e Pdx1
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(Figura 28). Esses dados concordam com o aumento de expressdao de MafA observado nas
IPCs deficientes em Txnip (Figura 16A).

Os fatores de transcricdo Nkx2.2 e NeuroD sdo criticos para o desenvolvimento -
pancreatico. Nkx2.2 é essencial para a especificacdo dos tipos celulares que compdem a
ilhota pancreatica e para a funcdo de células B-maduras (ANDERSON et al., 2009). NeuroD é
critico para a maturacdo e manutencdo de células-B (ANDERSON et al., 2009). Ambos
influenciam o desenvolvimento de células-B diretamente a jusante do fator progenitor
enddcrino Ngn3 (ANDERSON et al., 2009). A atividade transcricional de Nkx2.2 é necessdria
para facilitar a ativacdo de NeuroD por Ngn3 e para manter altos niveis de expressdo de
NeuroD no desenvolvimento de ilhotas de camundongos e de zebrafish e na maturagao de
células-B (ANDERSON et al., 2009). Nés hipotetizamos que a inibicdo de Txnip controla a
expressao de miR-204, aumentando a expressdao de MafA. No contexto de progenitoras
pancreaticas expressando Nkx2.2, a expressao de MafA pode dirigir a diferenciagao para
IPCs.

A caracterizacdo das novas células enddcrinas de zebrafish, induzidas pela inibicdo de
Txnip, ilustra a diferenciacdo preferencial em células B-pancreaticas (Figura 24), indicando
gue a inibicdo de Txnip representa uma abordagem interessante para promover aumento da
massa de células-B. Outros experimentos sdo necessarios para comprovar esta hipétese e
estabelecer uma relacdo causal entre a inibicdo de Txnip, o controle da expressdao de miR-
204, o aumento de expressdo de MafA e a inducdo de células-B durante o desenvolvimento
pancreatico. Porém, foi possivel demonstrar que a inibicdo de Txnip é capaz de recuperar a
massa de células B-pancreaticas do modelo mutante de MODY5 Liger5430 (Figura 29).

Os dados apresentados sugerem que a inibicdo de Txnip é capaz de aumentar a massa

de células enddcrinas e produtoras de insulina em zebrafish e de impulsionar a diferenciacado
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de mESCs em células-B mais maduras, aumentando o numero e a qualidade das células
progenitoras e das IPCs obtidas. Sendo assim, a inibicdo de Txnip constitui uma boa
estratégia para aumentar o suprimento de IPCs para o tratamento de DM. Preocupacdes
acerca da inibicdo terapéutica de TXNIP incluem qualquer potencial neoplasico devido a
inibicdo de um fator pro-apoptético. Entretanto, a deficiéncia sistémica e a longo prazo de
Txnip, como no modelo murino ch-19/Txnip'/', foi associada apenas com aumento no risco
de desenvolvimento de carcinomas hepatocelulares tardios, sem aumento notavel de
leucemias, linfomas ou outros tumores como seria esperado em resposta a inibicdo de um
gene supressor tumoral classico (SHETH et al., 2006). Drogas bloqueadoras de canais de
calcio, como verapamil, sdo medicamentos orais que inibem a expressdo de TXNIP em
células-p (XU et al., 2012). A luz das evidéncias apresentadas neste trabalho, é possivel
especular a aplicabilidade dessa classe de medicamentos para aumentar a massa de IPCs
obtidas a partir da diferenciacdo de células-tronco e até mesmo como tratamento
preventivo e ndo-invasivo para individuos com alta susceptibilidade genética para

desenvolver DM1.
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2.6. Conclusdes

O modelo ch-19/Txnip'/' deficiente em Txnip forneceu novas evidéncias sugerindo
gue Txnip pode atuar como um regulador da massa de células-B e que a resisténcia relativa
desse modelo ao diabetes induzido por estreptozotocina se deve ao aumento inicial na
massa de células-B. Nesse estudo, mESCs geneticamente modificadas nos permitiram
verificar que a modulacdo de Txnip na diferenciacdo B-pancredtica pode induzir variacbes
fenotipicas nas IPCs obtidas. A inibicdo de Txnip promove a diferencia¢ao de IPCs com maior
expressao de marcadores de células-B e mais responsivas ao estimulo de glicose. Além disso,
o modelo de zebrafish nos permitiu elucidar in vivo o papel de Txnip durante a organogénese
pancreatica, revelando que a inibicdo de Txnip é capaz de aumentar a massa de células-B
durante o desenvolvimento pancredtico através do estimulo de células presentes no ducto
extra-pancreatico. A inibicdo de Txnip controla a expressdo de miRNAs, como o miR-204,
aumentando a expressdo de fatores de transcricao fundamentais, como MafA. Acreditamos
que, em zebrdfish, a expressdao de MafA, induzida pela inibicdo de Txnip, no contexto de
progenitoras pancreaticas expressando Nkx2.2, fator de transcricdo necessario para ativacao
de NeuroD por Ngn3, pode induzir maior massa de células-B. Da mesma forma, em PSCs, a
inibicdo de Txnip pode dirigir a diferenciacdo de forma a se obter IPCs mais similares a
células-B maduras. Ao estabelecer conhecimentos acerca dos mecanismos moleculares que
dirigem a organogénese e a diferenciacdo B-pancreatica, o presente trabalho contribui para

o estabelecimento de uma terapia de reposicdo tecidual para pacientes diabéticos.



117

3. Capitulo 2:

Desenvolvimento de biomaterial inovador para microencapsulamento celular



118

3.1. Introdugao

Apds o transplante de ilhotas pancreaticas, o sistema imune inato (que predomina nos
primeiros 2-3 dias) e o sistema imune adaptativo iniciam uma resposta para a destruicdo do
enxerto (GIBLY et al., 2011). Inicialmente, o sistema imune do hospedeiro é ativado pelo
trauma cirurgico e pela introducao de células ndo autdlogas. O componente inato responde
através da ativacdo de macrdéfagos e neutrdfilos, causando inflamacdao no microambiente do
enxerto e recrutando células adicionais do sistema imune, iniciando uma cascata de
secrecao de citocinas inflamatdrias e espécies reativas de oxigénio que causam danos as
ilhotas. Antigenos liberados pelas ilhotas sdo identificados e fagocitados por células
apresentadoras de antigenos (antigen-presenting cells, APCs), que processam esses
antigenos em pequenos peptideos e os apresentam, em sua superficie, associados a
moléculas do antigeno leucocitdrio humano (Human leukocyte antigen, HLA). Esse complexo,
reconhecido como exdgeno, ativa linfdcitos T auxiliares CD4+, os quais, por sua vez, ativam
linfécitos T citotdxicos CD8+, os quais, eventualmente, destroem as ilhotas pancreaticas
(GIBLY et al., 2011). Além disso, também pode ocorrer a recorréncia do processo autoimune
diabético, causando a destruicdo seletiva de células-B produtoras de insulina, presentes no
enxerto (BURKE et al., 2011).

Dessa forma, reagdes auto- e alo-imunes influenciam a sobrevivéncia de ilhotas
pancreaticas transplantadas em pacientes portadores de DM1 e demandam o uso cronico de
drogas imunossupressoras visando a aceitacdo do enxerto pelo sistema imunolégico. No
entanto, a terapia imunossupressora cronica esta associada a diversos efeitos colaterais, que
incluem feridas bucais, problemas gastrointestinais, hipertensdo, dislipidemia, anemia,
maior susceptibilidade a infec¢Bes, cancer e toxicidade sistémica, como nefrotoxicidade

(SHAPIRO; POKRYWCZYNSKA; RICORDI, 2017). Além disso, alguns agentes
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imunossupressores, como a cortisona, sdo diabetogénicos, portanto, a exposi¢cdo cronica a
essas drogas causa perda de funcionalidade do enxerto (PEPPER et al., 2013).

As complicagbes da imunossupressdo, que é necessdria para a sobrevivéncia do
enxerto de ilhotas pancreaticas e a prevencao das complicagdes em longo prazo do DM, nao
sdo um risco aceitdvel para pacientes portadores de diabetes, limitando, assim, sua
aplicacdo como terapia clinica. As situacdes aceitdveis para realizacdo de transplantes
clinicos de ilhotas pancreaticas associadas a um regime imunossupressor sao limitadas aos
pacientes diabéticos que requerem um transplante renal e, consequentemente,
imunossupressado. Existem também pacientes para os quais a insulinoterapia ndo é capaz de
controlar o DM. Nestes casos, 0s riscos da imunossupressdao sdao menores do que a
progressao continua das complicagGes secunddrias ao DM, tornando os pacientes bons

candidatos a um transplante de ilhotas associado a imunossupressao.

3.1.1. Microencapsulamento de células

O uso de drogas imunossupressoras pode ser evitado quando as ilhotas pancreaticas
sdo envelopadas em membranas imunoprotetoras, o que é chamado de encapsulamento de
células. Essas membranas protegem as ilhotas pancreaticas dos elementos efetores do
sistema imune hospedeiro, prevenindo, assim, a rejeicdo do enxerto, preservando a
integridade morfolégica e funcional das células encapsuladas. O encapsulamento de células
pode ser aplicado em diversas modalidades: macrocapsulas, microcapsulas e capsulas de
recobrimento de superficie (nanocapsulas). Nas macrocdpsulas, as células vivas sdo
envelopadas em camaras de difusdo relativamente grandes e semipermedveis. As
macrocapsulas podem ser dispositivos intravasculares, cuja maior desvantagem é o risco de

trombose e a necessidade de uso de anticoagulantes, ou extra-vasculares, nos quais as
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células sdo envelopadas em cdmaras semipermedveis e implantadas sob a pele ou na
cavidade peritoneal, sem acesso direto a vasculatura. O macroencapsulamento estd
associado a um pequeno procedimento cirdrgico de implante, permitindo sua facil
substituicdo em caso de falha no enxerto, porém, as macrocdpsulas apresentam uma
proporcdo superficie-volume relativamente grande, o que implica na necessidade de
grandes quantidades de nutrientes para construir um gradiente de difusdo adequado para a
entrada dos nutrientes, o que prejudica a nutricdo ideal das células (DE VOS et al., 2014). O
encapsulamento por recobrimento de superficie estd associado a um risco maior de resposta
imune contra o enxerto, pois a distancia entre as ilhotas e o meio externo é reduzida,
permitindo o acesso mais facil dos elementos do sistema imune ao enxerto. Essa técnica
vem ganhando mais espago com o aprimoramento das membranas de recobrimento,
entretanto, a maioria dos grupos de pesquisa se concentra no desenvolvimento de
microcdpsulas (DE VOS et al., 2014).

O microencapsulamento de células foi desenvolvido em 1964 por Thomas M. S. Chang,
gue sugeriu o uso do encapsulamento de células para o transplante visando a reposicdao de
células em diversas doencas (CHANG, 1964). llhotas pancredticas podem ser inseridas
individualmente em cdépsulas esféricas de polimero biocompativel, de 200 a 1.000um de
diametro, que fornecem protecdo contra ataques do sistema imune do receptor. O enxerto
gerado por microencapsulamento é pequeno, com uma proporcdo superficie-volume
adequada, mantendo, assim, boa difusdo de nutrientes e metabolitos (CALAFIORE; BASTA,
2014). Além disso, cada ilhota estara protegida individualmente, de forma que, em caso de
perda de integridade, apenas algumas ilhotas serdo destruidas.

No microencapsulamento, as células sdo imobilizadas dentro de membranas

poliméricas e ndo citotdxicas, que constituem barreiras imunoprotetoras. A membrana deve
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ser biocompativel, mecanicamente estdvel, com poros que permitam difusdo passiva de
produtos e nutrientes (Figura 34). Especificamente, a membrana deve ser discriminativa em
termos de difusdo molecular, permitindo a troca de nutrientes e produtos metabdlicos de
baixo peso molecular, como glicose, oxigénio e insulina, ao mesmo tempo em que cria uma
barreira para efetores do sistema imune hospedeiro, fornecendo um ambiente adequado
para a sobrevivéncia das células e a secre¢do de seus produtos terapéuticos (Figura 34). O
sistema imunoldgico usa uma infinidade de mecanismos para rejeitar enxertos, a maioria
dos quais depende de contatos célula-célula e de macromoléculas efetoras, portanto, a
resisténcia ao contato e a difusdo constitui o fundamento da estratégia de imunoprotecao
por microencapsulamento. Os polimeros mais utilizados para o microencapsulamento de
células sdo: o polietileno glicol, polivinill dlcool, poliuretano, polietersulfona, polipropileno,
poliacrilato, agarose, quitosana, celulose, coldgeno, xantana e alginato. Atualmente,
considera-se que apenas o alginato de sddio foi suficientemente estudado de forma a

qualificd-lo como seguro para aplicacdo em humanos (DE VOS et al., 2014).
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Figura 34: Imagem de microcapsulas envolvendo ilhotas pancredticas de rato coradas com Ditizona e
representacdo esquematica da fun¢do das microcdpsulas, que permitem a troca de metabolitos e
nutrientes e impede a entrada de anticorpos e células do sistema imune na capsula.

3.1.2. Alginato de sédio
O alginato de sédio é um polissacarideo anionico isolado a partir de algas marrons e
algumas bactérias, sendo amplamente utilizado para o microencapsulamento de células

devido a sua abundancia, propriedades de gelificacdo e biocompatibilidade (SCHARP;
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MARCHETTI, 2014). O alginato de sédio é um copolimero ndo-ramificado de acido gulurénico
(G) e acido manurénico (M) (Figura 35). O alginato é composto por blocos-G, blocos-M e
blocos-MG (Figura 35), os quais podem ser encontrados em razdes e em pesos moleculares
varidveis nas diferentes preparacdes, o que confere diferentes propriedades ao alginato
(PAREDES JUAREZ et al., 2014). A maior abundancia de G confere ao copolimero maior

rigidez e resisténcia, ja as unidades de M fornecem maior flexibilidade ao alginato.
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Figura 35: Estrutura quimica do alginato. Copolimero ndo-ramificado de acido a-L-gulurénico (G) e
acido B-D-manuroénico (M) com variagGes na composicdo e na sequéncia dos residuos. Adaptado de
PAREDES JUAREZ et al., 2014.

Para encapsular ilhotas pancredticas em alginato de sddio, as ilhotas sdo misturadas
com o alginato e colocadas numa bomba de ejecdo para a formacdo de micro gotas,
contendo as ilhotas, por extrusdo da mistura através de uma agulha e coleta das micro gotas
em uma solucdo contendo cations divalentes, chamada de solucdo de gelificacdo, de forma a

polimerizar rapidamente a gota e formar a cdpsula que contém as ilhotas pancreaticas
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(Figura 36). Nesse processo, ocorre a associacdo das unidades de alginato com os cations,
criando uma malha interconectada e rigida (Figura 36C). A rigidez e a elasticidade do
polimero também s3ao determinadas pelas propriedades quimicas do cation utilizado, como:
numero atébmico, raio idnico, forca idnica e afinidade quimica pelo alginato. A ligacdo aos
ions é altamente seletiva e a afinidade depende fortemente da composicao do alginato.
Especificamente, cations bario (Ba**) se associam a blocos-G e -M, célcio (Ca**) se liga a
blocos-G e -MG, estréncio (Sr*) se liga apenas a blocos-G (PAREDES JUAREZ et al., 2014). A
quantidade de blocos e a concentragdo de cations determinam o grau de liga¢Ges cruzadas,
assim, determinam, também, a rigidez, a resisténcia, e a permeabilidade da cdpsula, logo,
determinam as propriedades imunoprotetoras da membrana. Foi demonstrado que o uso de
cations bario para induzir a polimerizacdo do alginato gera uma malha com permeabilidade
seletiva ideal para imunoproteger as ilhotas pancreaticas, permitindo a troca de metabdlitos

e nutrientes (DUVIVIER-KALI et al., 2001).
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Figura 36: Producdo de microcdpsulas. (A) Esquema ilustrativo do processo de producdo de
microcapsulas através do gotejamento em solugdo contendo ions Ba* (solucdo de gelificacdo). A
agulha de extrusdo e a solucdo de gelificacdo sdo eletricamente carregadas. As capsulas produzidas
sdo mantidas separadas umas das outras através de agitacdo fornecida por agitador e barra
magnética (bastdo branco). (B) Detalhe da unidade de encapsulamento eletrostatica. A seta azul
indica a direcao do fluxo de biomaterial que sera extrusado pela agulha. O potencial eletrostatico
estabelecido entre a agulha e o eletrodo em anel, forma as gotas de biomaterial, que sdo
direcionadas através do orificio do eletrodo para a solugdo de gelificagdo. (C) Na solugdo de
gelificagdo, as microcapsulas sdo formadas através da interacdo entre os fons Ba®* e as cadeias de
alginato. O Ba”* se liga a blocos-G e -M. Adaptado de PAREDES JUAREZ et al., 2014.

3.1.3. Eficiéncia do transplante de ilhotas pancredticas encapsuladas

Um grande numero de estudos pré-clinicos utilizando ilhotas alogénicas ou
xenogénicas encapsuladas e transplantadas em modelos animais imunocompetentes de
diabetes, incluindo roedores, cdes e porcos, foram realizados nas ultimas trés décadas
(SCHARP; MARCHETTI, 2014). Esses estudos mostraram que, nas melhores condicGes

experimentais, o enxerto de ilhotas pancreaticas microencapsuladas &, de fato, capaz de
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reverter a hiperglicemia por periodos de tempo vardveis, embora a correcdo ndo seja
definitiva. (CALAFIORE; BASTA, 2014; SCHARP; MARCHETTI, 2014). A maioria desses testes
pré-clinicos utilizaram microcdpsulas de alginato implantadas intraperitonealmente e
apresentaram complicacdes variadas, como: rea¢des inflamatdrias, aumento do tamanho do
enxerto e deposicao fibrética na superficie das capsulas, com consequente insuficiéncia no
suprimento de oxigénio e nutrientes e morte das ilhotas encapsuladas (CALAFIORE; BASTA,
2014). Na verdade, em modelos murinos, cerca de 60% das ilhotas implantadas morrem nas
primeiras semanas apds o transplante devido a reagdo inflamatéria (DE VOS et al., 2014).

O transplante de ilhotas pancreaticas humanas encapsuladas em diferentes
biomateriais em pacientes de DM1 ndo-imunossuprimidos também foi avaliado em alguns
testes clinicos, nos quais a maioria dos implantes foi realizado na cavidade intraperitoneal,
utilizando anestesia local e cirurgia laparoscépica. Nao foram observadas reacdes adversas
em relacdo ao procedimento de enxerto, nem evidéncia de sensibilizacdo imune do
paciente, indicando que as microcdpsulas impediram a deteccdo de antigenos estranhos
pelo hospedeiro, apesar da falta de tratamento imunossupressor (BASTA et al., 2011;
CALAFIORE et al., 2006; TUCH et al., 2009). Em termos de resultado metabdlico, os pacientes
apresentaram declinio do consumo didrio de insulina exdgena, porém, os beneficios
metabdlicos foram parciais e transitorios (BASTA et al., 2011; CALAFIORE et al., 2006; TUCH
et al., 2009). Outro trabalho demonstrou que ilhotas de porco encapsuladas sobrevivem em
paciente humano por até 10 anos ap6s o transplante (ELLIOTT et al., 2007). Esses resultados
demonstraram a seguranca e a viabilidade do encapsulamento de células em longo prazo in
vivo, porém, também destacam as limitacdes no procedimento de encapsulamento das
ilhotas pancreaticas, pois os testes em humanos ndo eliminaram a necessidade de

suplementacdo com insulina exégena e os resultados metabdlicos alcancados foram
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marginais. Espera-se que melhorias na formulagdo das microcapsulas auxiliem na obtengao
de um resultado metabdlico mais adequado, sem demandar o uso de maior massa de ilhotas
pancreaticas ou, ainda, permitindo atingir a normoglicemia através de enxertos menores.

As ilhotas pancreaticas sdo agrupamentos de células muito sensiveis, que demandam
fatores nutricionais, hormoOnios e componentes de matriz extracelular (MEC) para
estabelecer um microambiente adequado. O encapsulamento de ilhotas pancredticas é uma
abordagem que visa proteger as ilhotas encapsuladas da recorréncia autoimune do DM1,
bem como da destruicdo imune do alo-enxerto ou do xeno-enxerto. Porém, existem outras
causas, ndao imunes, de destruicao de ilhotas encapsuladas. Estas causas incluem: a
oxigenac¢do inadequada, rea¢des inflamatdrias agudas ao implante, acimulo de proteinas e
isolamento do implante devido a presenca de macréfagos e outras células na superficie,
intolerancia das ilhotas pancredticas ao encapsulamento e perda de componentes da matriz

extracelular durante o isolamento das ilhotas pancreaticas (SCHARP; MARCHETTI, 2014).

3.1.4. Matriz extracelular (MEC)

A MEC é um complexo dindmico de diferentes moléculas, que serve como um
arcabouco e que também regula diversos processos celulares, como: a proliferacdo, a
diferenciacdo e a migracdao de células, além de também modular e atenuar respostas
inflamatdrias (ARROYO; IRUELA-ARISPE, 2010). Quanto a localizacdo e composicdo, existem
dois tipos principais de MEC: a matriz intersticial, que circunda e fornece um arcabouco
estrutural as células, e a membrana basal, uma forma especializada de MEC, que separa o
tecido epitelial ou endotelial do tecido conectivo. Além de prover suporte estrutural as
células, € a membrana basal que atua na sinalizacdo celular, sendo o componente mais

importante do microambiente das ilhotas pancredticas (WANG; ROSENBERG, 1999).
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O processo de isolamento das ilhotas pancreaticas, baseado na digestdo mecanica e
enzimatica do orgdo total, ndo é controldvel de forma a apenas liberar as ilhotas
pancreaticas do tecido exdcrino, uma vez que o processo também danifica muitos
componentes da membrana basal que circunda as ilhotas e interconectam as células
enddcrinas, afetando a funcdo das ilhotas pancredticas, que entram em diferentes processos
de morte como necrose e apoptose, principalmente anoikis, uma forma de morte celular
programada que ocorre quando células dependentes de ancoragem sdo desassociadas da
MEC circundante (LLACUA; FAAS; VOS, 2018). A restauracao da MEC pode reduzir a morte
celular e aumentar a sobrevivéncia dos enxertos de ilhotas pancreaticas isoladas. Foi
demonstrado o potencial da suplementacdo da cultura de ilhotas pancredticas pods-
isolamento com elementos de MEC em aumentar a sobrevivéncia e a fun¢do do enxerto
(CHENG et al., 2011; WANG; ROSENBERG, 1999; WEBER; HAYDA; ANSETH, 2008). Cada 6rgao
apresenta uma MEC de composicao Unica. As moléculas mais abundantes na MEC de ilhotas

pancreaticas sao: colageno VI, fibronectina e laminina (VAN DEIJNEN et al., 1992).

3.1.5. Laminina

As isoformas de laminina (850kDa) compdem uma familia de glicoproteinas
extracelulares. As lamininas sdo heterotrimeros cruciformes compostos de trés cadeias de
polipeptidios a, B, e y, as quais sdo unidas por ligacdes dissulfeto (Figura 37A). No genoma
humano, 11 genes codificam cinco subunidades a, trés subunidades B e trés subunidades y
(AUMAILLEY, 2013). As isoformas de laminina sdo nomeadas de acordo com as cadeias que
as compdem. Assim, a laminina-111 (ou laminina-1), por exemplo, é composta pelas cadeias
al, Bl e y1. A estrutura cruciforme das moléculas de laminina é assimétrica, havendo um

braco longo, de aproximadamente 77nm, contendo um grande dominio globular em sua
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extremidade e trés bracos curtos, sendo dois de 34nm e um de 48nm, também contendo
dominios globulares na extremidade (AUMAILLEY, 2013) (Figura 37A). Entre o centro da cruz
e as extremidades dos bracos curtos existem dominios globulares adicionais (AUMAILLEY,
2013). As extremidades C-terminal das moléculas de laminina interagem com proteinas
ancoradas na membrana plasmatica de células, principalmente receptores como as
integrinas, transmitindo, assim sinais bioquimicos e mecanicos entre redes moleculares
intracelulares e extracelulares (Figura 37A). As extremidades N-terminais das moléculas de
laminina estdo envolvidas principalmente em interagdes com outras moléculas de MEC
presentes na membrana basal, dessa forma, a laminina é parte integral da complexa rede de
moléculas extracelulares fundamentais para a arquitetura e fisiologia da membrana basal
(Figura 37A). Além disso, lamininas interagem com pequenas moléculas, como fatores de
crescimento e citocinas, de forma a sequestra-las, armazena-las e regular sua distribuicao,
ativacdo e apresentacdo as células do sistema imune e inflamatério (AUMAILLEY, 2013).
Dessa forma, as isoformas de laminina organizam a estrutura tecidual e fornecem sinais

extracelulares que controlam diversos fendmenos biolégicos.
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Figura 37: Estrutura da laminina. (A) Modelo representativo da estrutura da laminina e mapeamento
das suas principais fungdes. O braco curto da laminina (N-terminal) estd envolvido com a funcdo
estrutural na membrana basal, enquanto a terminagdo do braco longo (C-terminal) estd envolvida
com interacOes celulares. (B) Andlise, por microscopia eletrénica, do polimero de laminina
(polilaminina), induzido através de acidificacdo do meio, revela a organizacdo em poligonos. A seta
indica a transicdo de camada simples para camada dupla de polimero. As barras de escala indicam
100nm em (1) e 200nm em (2). Adaptado de (BARROSO et al., 2008).

Laminina induz a expressdao de fatores de transcricdo e hormonios especificos de
ilhotas pancredticas, como PDX-1 (pancreatic and duodenal homeobox 1), insulina, glucagon,
somatostatina e Glut-2 (LEITE et al., 2007). Nosso grupo demonstrou que a adicdo de
laminina ao meio de cultura de ilhotas humanas, contendo o hormoénio prolactina, induz
maior secrecdo de insulina frente ao estimulo de glicose (LABRIOLA et al., 2007). Além disso,
a partir do material-base Biodritina, composta de alginato de sédio e sulfato de condroitina,
um composto presente na MEC que oferece uma maior estabilidade mecéanica as
microcapsulas (CAMPOS-LISBOA et al., 2008), nosso laboratério desenvolveu e patenteou
um novo biomaterial, pela adicdo de laminina, chamado Bioprotect®, para o
microencapsulamento de ilhotas pancredticas e outros tipos celulares (CAMPANHA
RODRIGUES et al., 2013; SOGAYAR, MARI C et al., [s.d.]). Foi demonstrado que a adicdo de
laminina gera modulacdo génica, proteica e funcional de ilhotas pancreaticas

microencapsuladas, proporcionando normoglicemia, por periodo de tempo prolongado, em
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animais diabéticos (CAMPANHA RODRIGUES et al., 2013). Entretanto, observou-se que 198
dias apds o transplante de ilhotas encapsuladas com Bioprotect em camundongos
diabéticos, 40% dos animais retornaram a hiperglicemia e que 65% das cdpsulas de
Bioprotect, recuperadas do grupo de animais hiperglicEmicos, apresentava mais da metade
da drea tomada por células aderidas (RODRIGUES, 2012). Dessa forma, espera-se que
melhorias na formulacdo das microcapsulas, que evitem a ativacdo da resposta inflamatéria
e perda da viabilidade do enxerto, auxiliem na obtencdo de um resultado metabdlico mais

adequado, permitindo até atingir a normoglicemia através de enxertos menores.

3.1.6. Polilaminina

As fungdes atribuidas as isoformas de laminina dependem, diretamente, da
organizacao supramolecular da laminina, a qual é determinada pelas intera¢des entre as
moléculas de laminina e entre laminina e outras macromoléculas. Os polimeros de laminina
formados in vivo ocorrem devido a interacdo dos bracos longos da molécula de laminina com
receptores de membrana, de forma a conectar o polimero a superficie celular, deixando o
braco curto das moléculas livres para interagirem e formarem uma folha hexagonal continua
(LI et al., 2005), inclusive, esse tipo de estrutura é encontrada em associacdo com corpos
embridides (LOHIKANGAS; GULLBERG; JOHANSSON, 2001). Estudos in vitro sobre os efeitos
da laminina na func¢do celular sdo feitos utilizando matrizes artificiais, preparadas por
adsorcdo da proteina na superficie de materiais para cultura celular. Assume-se que a
laminina adsorvida formard uma rede molecular que retém as propriedades das matrizes de
laminina encontradas in vivo. Porém, a polimerizacdo de laminina ndo corresponde a

agregacdao aleatdria de proteinas, sendo um processo de montagem bem definido,
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envolvendo interacGes de dominios especificos da proteina (SCHITTNY; YURCHENCO, 1990;
YURCHENCO; CHENG, 1993).

A laminina pode se auto-polimerizar na auséncia de células, demonstrando que a
informacdo necessaria para a formacdo de polimeros de laminina esta contida na prdpria
proteina (YURCHENCO et al., 1985). Inicialmente, polimeros de laminina foram obtidos in
vitro em condicOes especificas, em solucdes acima de concentragdes criticas ou associados a
bicamadas de lipideos negativamente carregados (KALB; ENGEL, 1991; YURCHENCO et al.,
1985). O grupo da Profa. Dra. Tatiana Coelho-Sampaio (Departamento de Biofisica,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, UFRJ) desenvolveu um polimero artificial de
laminina, chamado de polilaminina (PLn), obtido através de acidificacdo do meio, sem a
necessidade de manter altas concentra¢des proteicas ou de fornecer superficies lipidicas
(Figura 37B). A acidificacdo do meio torna positiva a carga superficial dos dominios
globulares do bracgo longo da laminina, impedindo que interajam entre si e favorecendo a
interacdo dos bracos curtos. Dessa forma, a matriz obtida é formada pelas interacdes entre
as terminacdes do braco curto de laminina, enquanto os bracos longos ficam livres no plano
ortogonal, gerando um polimero artificial com a mesma estrutura hexagonal planar
encontrada in vivo (BARROSO et al., 2008) (Figura 37B).

Medidas de espalhamento de luz mostram que a polimerizacgdo ocorre
instantaneamente, no primeiro minuto apds a diluicdo da laminina em tampao pH 4, e ndo
envolve desnaturacdo proteica ou precipitacdo isoelétrica (FREIRE; COELHO-SAMPAIO,
2000). Foi demonstrado que a estrutura da polilaminina é mantida por interacdes
eletrostdticas entre as terminagdes dos bracos curtos da laminina e que essa estrutura é
estdvel em diferentes meios de cultivo celular, em ampla faixa de temperatura e em longo

prazo, demonstrando sua aplicabilidade para uso biomédico e como substrato de suporte
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para delivery de células (FREIRE et al., 2012). Além disso, a injegao de polilaminina é capaz de
promover a neuroprotecdo devido a inibicdo do processo inflamatdrio que ocorre apds lesao
na medula espinal de camundongos (MENEZES et al., 2010). Esses resultados ndo sdo
observados com a injecdo de laminina, demonstrando que o efeito biolégico da laminina
requer sua organizacdo em uma estrutura supramolecular adequada (MENEZES et al., 2010).
O mecanismo da ac¢do da polilaminina ndo é completamente compreendido, mas envolve
interferéncia com a liberacdo inicial de sinais inflamatdrios e diminuicdo dos niveis de
proteina C reativa no soro de animais tratados, sugerindo que a polilaminina possui
propriedades anti-inflamatdrias sistémicas (MENEZES et al., 2010).

A qualidade da composicdo intracapsular contribui para a sobrevivéncia e a
funcionalidade das células encapsuladas e, além disso, contribui para a prevengdo de
respostas inflamatdrias contra o enxerto. A MEC regula diversos processos celulares, como
proliferacdo, diferenciacdo e migracdao de células. A polilaminina, especificamente, é capaz
de modular e atenuar respostas inflamatdrias em camundongos, propriedade que pode
beneficiar o encapsulamento de ilhotas pancredticas por evitar a perda inicial de massa do
enxerto, que chega a 60% no implante de ilhotas encapsuladas em camundongos

guimicamente diabetizados (DE VOS et al., 2014).
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3.2 Objetivos

3.2.1. Objetivo geral

Este trabalho visa gerar um biomaterial inovador para o encapsulamento de células,

gue seja capaz de reter as propriedades anti-inflamatdrias da polilaminina e atenuar a

resposta do sistema imune do receptor ao implante.

b)

c)

d)

f)

g)

3.2.2. Objetivos especificos
Desenvolver um novo biomaterial através da adi¢cdo de polilaminina ao material-base
Biodritina e comparar sua funcionalidade a do Bioprotect, que contem laminina ndo
polimerizada;
Demonstrar a aplicabilidade do novo biomaterial para a producdo de microcapsulas
mecanica e termicamente estaveis;
Encapsular ilhotas pancreaticas utilizando o novo biomaterial;
Avaliar a capacidade das microcapsulas do novo biomaterial em modular a
funcionalidade in vitro de ilhotas pancredticas microencapsuladas através da analise dos
niveis de secrecdo de insulina e da expressdo génica e proteica das células
encapsuladas;
Avaliar a biocompatibilidade in vitro e in vivo das microcapsulas;
Testar o potencial imunoprotetor in vitro das microcdpsulas contendo ilhotas
pancreaticas;

Determinar se o novo biomaterial é capaz de modular e atenuar respostas inflamatorias

ao implante de microcapsulas em camundongos imunocompetentes.



134

3.3. Materiais e Métodos

3.3.1. Producdo de microcapsulas

O biomaterial Biodritina (CAMPOS-LISBOA et al., 2008) foi preparado pela mistura de
alginato de sédio ultra purificado (Lgv Pronova Up, New Matrix) e de sulfato de condroitina
(Kin Master), diluidos em solucdo de cloreto de sédio 0,15M para a concentracdo final de
1,2% e de 0,325%, respectivamente. O biomaterial Bioprotect® foi preparado pela adicdo de
10ug de laminina 1 (Invitrogen) a cada 1ml de Biodritina.

Para incorporar Polilaminina (PIn) e gerar o novo biomaterial, Bioprotect-PIn, um
tampao de polimerizacao foi preparado com acetado de sdédio 20mM e cloreto de sédio
1mM a pH 4,0. A polimerizacdo da laminina ocorre instantaneamente apds sua diluicdo em
tampado acido (FREIRE; COELHO-SAMPAIO, 2000), sendo assim, os polimeros sdo formados
em solugdo, decantados, ja no estado associado, e, entdo, incorporados ao biomaterial. Em
uma aliquota de laminina-1 foi adicionado o tampao de polimerizacao, a 372C, para a
concentra¢do final de laminina-1 de 50ug/mL. Esta suspensdo foi cuidadosamente
homogeneizada e centrifugada a 4°C, por 20min a 2.000 RCF (relative centrifugal force). A
polilaminina obtida foi lavada com tamp3o fosfato sem Ca’* e sem Mg®* (PBSA) e novamente
centrifugada. Em seguida, o sobrenadante foi completamente removido e o precipitado de
polilaminina foi homogeneizado na mistura de alginato de sdédio e sulfato de condroitina,
para a concentracdo final de lamina-1 de 10pg/ml.

As microcapsulas foram obtidas utilizando-se uma unidade de encapsulamento
eletrostatica (Encapsulation Unit VARV1, Nisco), através da aplicacdo de uma diferenca de
potencial entre a agulha de extrusdo do biomaterial e um eletrodo em anel (Figura 36). Os
diferentes biomateriais foram infundidos no instrumento a uma velocidade de 10mL/h,

utilizando-se uma bomba de seringa (Single-Syringe Infusion Pump, Cole-Parmer) e 7kV
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foram aplicados a agulha pela qual o biomaterial foi extrusado (diametro interno de 0,7mm).
O potencial eletrostdtico estabelecido entre a agulha e o eletrodo em anel, forma gotas de
biomaterial que sdo direcionadas, através do orificio do eletrodo, para a solucdo de
gelificacdo. A solucdo de gelificacdo é composta por 20mM de cloreto de bario (Sigma
Aldrich) e 20mM de acido N-2-hidroxietilpiperazine-N’-S-etanosulfonico (HEPES, Sigma
Aldrich) e também é eletricamente carregada. Nesta soluc¢do, as microcapsulas sdo formadas
através da interacdo entre os ions Ba’* e as cadeias de alginato (Figura 36). O aparelho
possui um agitador magnético posicionado em sua base, de forma a manter as capsulas
produzidas separadas umas das outras, durante a gelificacao, através da agitacdo fornecida
por uma barra magnética. Ao final do processo de produgdo, as microcdpsulas foram
mantidas por 5min na solucdo de gelificacdo e, entdo, lavadas trés vezes com solugdo de
cloreto de sédio 0,15M.

Para encapsular ilhotas pancreaticas isoladas, a suspensao celular foi homogeneizada
nas solucdes dos diferentes biomateriais na propor¢cdao de 8.000 ilhotas de rato ou IEQs
humanas por mL de biomaterial e os mesmos passos descritos acima foram seguidos para a

producdo de microcapsulas contendo células.

3.3.2.  Imunofluorescéncia indireta

Cépsulas produzidas a partir dos diferentes biomateriais (Biodritina, Bioprotect ou
Bioprotect-PIn) foram submetidas a imunofluorescéncia indireta em suspensdo, com
marcacao para Laminina-1. As capsulas foram incubadas em solucdo de bloqueio contendo
10% de albumina humana (Griffols) em tampao fosfato (PBS) por 30min a 372C. O anticorpo
anti-laminina 1 (Sigma-Aldrich) foi diluido (1:250) em PBS e incubado com as capsulas por 4h

a 379C. As capsulas foram entdo lavadas trés vezes e incubadas com anticorpo secundario
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marcado com o fluoréforo Alexa Fluor 633 (Life Technologies) por 2h a 372C. Apés lavar as
capsulas trés vezes, a marcacao fluorescente foi observada ao microscdpio de fluorescéncia
confocal (TCS SP5 AOBS, Leica). Foram coletados Z-stacks (passos de 1,54um; 200x

magnificacdo), com fatias dpticas capturadas a uma profundidade focal de 3,2um.

3.3.3.  Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As microcdpsulas foram fixadas em glutaraldeido (Sigma-Aldrich) 2,5% solubilizado em
PBSA por 1h e lavadas trés vezes com PBSA. A seguir, foram incubadas em 0OsO4 1% em PBSA
por 1h, novamente lavadas trés vezes com PBSA, sequencialmente desidratadas em etanol
nas concentragdes de 50%, 70%, 95% e 100% v/v e armazenadas em etanol 100%. As
amostras foram entdo secas em aparelho de ponto critico (K850 Critical Point Dryer, Quorum
Technologies Ltd) contendo CO,, coletadas em fita adesiva condutora de cobre (3M) e
recobertas com ouro no aparelho Desk Il Sputter Coater (Denton Vacuum) em 180 segundos
de exposicao. A andlise por MEV foi realizada em aparelho JSM-6460 LV (Scanning

microscope, JEOL) na voltagem de 20kV.

3.3.4. Testes de estabilidade das microcapsulas

A estabilidade térmica e mecanica das microcdpsulas de Bioprotect ou de Bioprotect-
PIn foi avaliada em cinco ensaios in vitro. Em todos os ensaios foram avaliadas variacGes de
didmetro e do numero de cdpsulas rompidas. Apds a producdo, 100 cdpsulas de cada
formulacdo tiveram seu diametro determinado em microscépio de contraste de fase com a
ajuda de uma objetiva acoplada a uma rede micrométrica, compondo o controle

experimental (Tempo 0). Ao final de cada ensaio, outras 100 cdpsulas foram avaliadas.
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O teste de temperatura avaliou a estabilidade térmica das microcapsulas, 0,5 mL de
microcapsulas de cada formula¢do foram incubadas em solucdo 0,15M de cloreto de sddio
(Sigma-Aldrich) e mantidas por 1h e 24h, a 37 ou 409C. No teste rotacional, 0,5 mL de
microcapsulas foram mantidos em solu¢do 0,15M de cloreto de sédio em agitacdo a 150
rotacdes por minuto (RPM) por 30 dias a 372C. O teste osmotico consistiu em manter 0,5 mL
de cdpsulas incubadas em agua destilada por 30 dias a 372C. No teste de cultura, 0,5mL de
capsulas foram incubadas por 30 dias em condig¢des de cultivo celular: meio de cultivo RPMI-
1460 (Gibco) contendo 10% soro fetal bovino (SFB, Cultilab), a 372C e atmosfera de 5% de
CO,. Por fim, um teste misto foi realizado, no qual 0,5mL de cdpsulas foram incubadas em

condig¢des de cultivo celular e em agitagao a 150 RPM por 30 dias.

3.3.5. Cultivo celular

Todo o trabalho de cultivo celular foi realizado em frascos plasticos adequados (cultivo
em suspensdo para ilhotas pancredticas e cultivo aderente para as demais linhagens
celulares). Os valores de pH e de temperatura de cultivo foram mantidos proximos as
condicOes fisioldgicas através da incubacdo das células em estufa a 372C e atmosfera de 5%
de CO,. Foram estabelecidos estoques das linhagens celulares em meio contendo 10% de
dimetilsulféxido (Sigma-Aldrich) e SFB, os quais foram mantidos em reservatérios contendo

nitrogénio liquido.

3.3.5.1. Isolamento e cultivo de ilhotas pancreaticas de rato
Todos os procedimentos experimentais realizados com animais seguiram protocolos
aprovados pela Comiss3do de Etica no Uso de Animal do Instituto de Quimica da USP (CEUA-

IQ-USP). Ratos Wistar e camundongos Balb/C foram mantidos no Biotério de
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Experimentacdo do Nucleo de Terapia Celular e Molecular (NUCEL) da Faculdade de
Medicina da USP, em ambiente com temperatura e luminosidade controladas, em gaiolas e
com livre acesso a comida e dgua.

Ilhotas pancreaticas foram obtidas a partir de pancreas extraidos de ratos Wistar
machos. Os animais foram anestesiados com injegdo intraperitoneal de ketamina (75mg/Kg
do animal) (Dopalen, Ceva) e xilazina (10mg/kg do animal) (Anasedan, Ceva). Apds
antissepsia com solugdo de povidona iodada (Rioquimica) foi realizada tricotomia abdominal
e laparotomia mediana ventral. O ducto pancreatico foi entdo clampeado préximo a sua
comunica¢do com o duodeno e uma canula foi inserida na sua porc¢do adjacente ao figado.
Com o auxilio da canula, 10mL de solu¢do 0,17mg/mL da enzima colagenase (Liberase Rl,
Roche) foram infundidos no pancreas do animal. Em seguida, o animal foi exsanguinado
através do corte de vasos mesentéricos e o pancreas foi cuidadosamente extraido, lavado
em PBSA gelado e, apds a remoc¢ao de linfonodos e do excesso de gordura, cortado em
pedacos menores e mantido no gelo até o momento da digestdo enzimatica.

A digestdo enzimatica dos pancreas foi realizada em tubos cOnicos, com temperatura
controlada por banho-maria a 372C, por 20min. O material digerido foi processado pela
passagem através de uma malha de 800um e lavado em meio de cultura RPMI-1640. O
material recuperado foi centrifugado por 1min a 1.000 RPM, o sedimento foi
homogeneizado em 10mL de Ficoll (Sigma Aldrich) com densidade de 1,110 g/cm® e um
gradiente descontinuo de densidade foi formado pela adicdo de trés outras camadas de
Ficoll (densidades 1,096, 1,069 e 1,037 g/cm3), de forma a induzir a separacgao das ilhotas do
restante do tecido pancreatico. Apds centrifugacdo por 15min a 2000RPM, as ilhotas
purificadas foram visualizadas entre as camadas de densidade 1,096 e 1,069 g/cm3 e

coletadas. As ilhotas purificadas foram lavadas e cultivadas em meio CMRL 1066 (Mediatech-
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Cellgro) contendo 10% SFB. Através da colora¢cdo com Ditizona (Sigma-Aldrich) e observacao
sob microscopio invertido (Nikon Corporation), foi realizada a contagem da quantidade de
ilhotas obtidas por procedimento e a avaliagdo da pureza. Ditizona é um corante utilizado
para determinar a pureza de preparacdes de ilhotas pancreaticas humanas (RICORDI et al.,
1990)ced diabetic mice were monitored, uma vez que se coordena aos ions zinco
necessarios para a formacdo de hexameros de insulina dentro das células-B, marcando,
portanto, as células-B insulina-positivas em vermelho. O nimero total de ilhotas pode,
entdo, ser obtido e seus tamanhos aferidos, com a ajuda de uma objetiva acoplada a uma

rede micrométrica.

3.3.5.2. Isolamento e cultivo de ilhotas pancreaticas humanas

As ilhotas pancreaticas humanas foram obtidas a partir de pancreas de doadores
humanos falecidos, apds consentimento livre e esclarecido (TCLE), de acordo com protocolo
previamente aprovado pelo Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) e segundo as
normas da Secretaria de Estado da Saude de S3o Paulo. O ducto pancreatico de Wirsung foi
canulado para que fosse infundida uma solucdo enzimatica contendo colagenase e protease
neutra (Collagenase & Neutral Protease, Serva). Apds a perfusdo da mistura enzimatica, o
pancreas é fragmentado em pedacos grandes, os quais sdo colocados em camara de
digestdo contendo enzimas e mantido sob agitacdo até que ocorra a separacdo das ilhotas
do tecido exdcrino pancreatico. Amostras de material digerido foram retiradas ao longo da
digestdo do pancreas e coradas com ditizona. A digestdo foi interrompida quando mais de
50% das ilhotas estavam livres do tecido acinar. O material obtido na digestao foi submetido
a um processo de centrifugacdo em gradiente continuo de Ficoll, utilizando o processador de

células COBE® 2991 (Caridian BCT), o qual possibilita a obtencdo de ilhotas purificadas. As
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ilhotas pancreaticas isoladas foram mantidas em cultura em meio CMRL-1066, contendo
5,6mM de glicose e 0,5% de albumina humana. O mesmo procedimento utilizado para
contar e avaliar o grau de pureza das ilhotas pancreaticas de rato foi utilizado para as ilhotas
humanas, porém, as ilhotas humanas foram contadas através de um método que normaliza
o tamanho das ilhotas para 150pum, cuja unidade é denominada indice de Equivalentes de

llhotas (IEQ).

3.3.5.3.  Linhagem RAW264.7 de macréfagos murinos

A linhagem celular de macréfagos murinos RAW264.7 (TIB-71, American Type Culture
Collection, ATCC) foi mantida em meio de cultura DMEM (LGC Biotecnologia) suplementado
com 10% SFB. O meio de cultura foi trocado a cada trés dias e as culturas foram tripsinizadas

para subcultivo quando atingiam 90% da densidade de saturagao.

3.3.6. Analise da secrecao de insulina

As ilhotas pancreaticas humanas encapsuladas com Bioprotect ou Bioprotect-PIn
foram cultivadas em condicdo padrao por 48h e submetidas ao teste de secrecdo de insulina
frente ao estimulo de glicose. Solugdes Krebs-Henseleit (Sigma-Aldrich) suplementadas com
0,2% albumina (Griffols) e contendo baixa (2,8mM) ou alta (16,7mM) concentracdo de
glicose foram utilizadas. Para a realizacdo do ensaio, cinco ilhotas pancreaticas foram
selecionadas, o sobrenadante da cultura celular foi descartado e as células foram incubadas
por 1h a 372C em solucdo contendo baixa concentracdo de glicose. Em seguida, as células
foram lavadas trés vezes com PBSA e incubadas por mais 1h, a 372C em solucdo contendo
baixa concentracdo de glicose. O sobrenadante obtido foi armazenado a -202C. O

procedimento foi repetido, porém, as células foram entdo incubadas por 1h a 372C em
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solucdo contendo alta concentracdo de glicose. As solugdes incubadas também foram
armazenadas a -202C para posterior analise do conteldo de insulina secretado pelas células.
As amostras foram dosadas através de ensaios de imunoabsor¢do enzimdtica (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay, ELISA), utilizando-se kits comerciais para detec¢do de insulina

(ELISA kit, Millipore), de acordo com as instrucdes do fabricante.

3.3.7. Andlise do perfil de expressdo génica

3.3.7.1.  Extracao de RNA total

O RNA total de amostras contendo 1.000 ilhotas de rato encapsuladas com Bioprotect
ou Bioprotect-PlIn, cultivadas em condi¢cdo padrao por 48h, foi obtido utilizando-se o método
de extracdo por Fenol-Cloroférmio (Trizol, Invitrogen). Foram adicionados 500uL do
reagente Trizol as amostras de culturas celulares e, em seguida, adicionou-se 200uL de
cloroférmio (Merck). As amostras foram agitadas vigorosamente e incubadas por 15 minutos
a 4°C. Apds centrifugacdo a 12.000g, por 15min, a 49C, o sobrenadante foi transferido para
um novo tubo e um volume igual de isopropanol (Merck) foi adicionado. As amostras foram
incubadas a -202C por meia hora, novamente centrifugadas a 12.000g por 15min, a 49C e os
sobrenadantes foram descartados. Foi realizada a lavagem do precipitado branco com 1mL
de etanol absoluto (Merck). Apds centrifugacdo a 12.000g, por 15min, a 42C, o sobrenadante
foi descartado e o etanol residual foi evaporado. O precipitado foi entdo dissolvido e
homogeneizado em 30ulL de agua ultrapura (Milli-Q, Millipore). A partir de 2uL de cada
amostra foi estimada a concentracdao de RNA total, através de leitura espectrofotométrica a
260/280nm, no espectrofotémetro NanoDrop-1000 (NanoDrop Technologies). As amostras

foram armazenadas a -802C até o momento de producdo das fitas de cDNA.
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3.3.7.2.  Sintese de cDNA

Aliquotas de 1ug de RNA total foram utilizadas na sintese de fitas simples de cDNA por
transcricdo reversa, utilizando-se a enzima Super Script lll (Invitrogen). Cada amostra de RNA
foi submetida a uma reagdo contendo 0,5uL de Oligo dT (0,5 pg/ul) (Invitrogen), 0,5uL de
primers randémicos (100 ng/uL) (Invitrogen) e 1uL de dNTPs (10 mM) (Invitrogen) para um
volume final de 12uL. As amostras foram incubadas a 752C por 10min para desnaturacdo das
moléculas e, em seguida, foram adicionados 2uL de DTT (0,1 mol/L) (Invitrogen), 0,5 uL de
RNase OUT (40 U/uL) (Invitrogen), 1 uL da enzima Super Script Ill (Invitrogen), 2uL do
tampado da enzima e 2,5ulL de agua ultrapura para um volume final de 20uL. A reacao foi
incubada por 10min, a 252C, e, em seguida, por 2h a 502C e 10min a 72°C. Apds a adi¢do de
1uL de RNase H (5 U/uL) a cada reagdo, as amostras foram incubadas a 372C por 30min, para
degrada¢dao do RNA, seguida de incubagdo a 722C, por 10min, para a inativagdo da enzima

RNase H.

3.3.7.3.  Primers utilizados e determinacdo de sua eficiéncia

Os primers utilizados foram desenhados através do software Primer Express, versao
3.0 (Applied Biosystems) e avaliados pela ferramenta online Primer-BLAST (NCBI). Para o
calculo da eficiéncia dos primers, foram realizadas reacdes de amplificacdo contendo primers
na concentracdo de 600 nM e, como molde, uma mistura de cDNAs diluidos em série (1:30,
1:60, 1:120, 1:240, 1:480). A andlise da regressao linear dos valores de Cts em funcdo do
logaritmo da respectiva diluicdo fornece o coeficiente angular da reta (a, em y=ax+b), que é
utilizado para cdlculo da eficiéncia de amplificacdo do produto pelos primers, utilizando-se a

féormula: Ef=10-(1/coeficiente angular)



143

Tabela 6: Sequéncia dos primers utilizados.

Gene Sequéncia forward Sequéncia reverse

Insulina 1 CCCTAAGTGACCAGCTACAATCATAG TTTGACAAAAGCCTGGGCAGGCTT
Bcl-xI CAGACCCAGTGAGTGAGCAG CCGGTTGCTCTGAGACATTT

Bcl-2 ATGTGTGTGGAGAGCGTCAA ACAGTTCCACAAAGGCATCC
Mcp-1 AGCCAACTCTCACTGAAGCC TGGGGCATTAACTGCATCTGG
Hsp70 TTGACAAGAGCATGGCAGTC AGTTGCCCACTGGATTAACG

Bax CAAGAAGCTGAGCGAGTGTC GAAGTTGCCGTCTGCAAACA
Caspase 3 TGGACAGCAGTTACAAAATGGA GCGAGCTGACATTCCAGTG

Hprt GTCCCAGCGTCGTGATTAGC TCATGACATCTCGAGCAAGTCTTT

3.3.7.4.  PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR)

Para as reacdoes de qRT-PCR, foi utilizado o reagente SYBR Green Dye (Applied
Biosystems). Cada reacdo de gRT-PCR foi preparada com 3uL de cDNA 30 vezes diluido, 3pulL
do conjunto de primers (forward e reverse) e 6uL do reagente SYBR Green Dye. Os
experimentos de qRT-PCR foram realizados no aparelho Real-Time PCR 7300 (Applied
Biosystems), seguindo um ciclo de desnaturagdo inicial de 10min a 952C e 40 ciclos de
amplificagao (30seg de desnaturacao a 952C e 1min de anelamento e extensao a 602C). O
gerenciamento do termociclador e a coleta dos dados foram realizados pelo programa
computacional GeneAmp 5700 (Applied Biosystems). Na andlise dos dados, estabeleceu-se
um valor arbitrario de corte na fase exponencial da amplificacdo do gene. Assim, foi obtido o
valor de threshold cycle da amostra, que representa o nimero de ciclos necessarios para que
a amostra atinja o valor de corte. Os resultados foram calculados utilizando-se o método
AACt, sendo utilizado o gene Hprt como controle endégeno. A especificidade do sinal foi

confirmada através da andlise das curvas de dissociacdo do produto amplificado.

3.3.8. Analise de expressdo proteica
Extratos proteicos foram obtidos a partir de amostras contendo 1.000 ilhotas de rato

encapsuladas com Bioprotect ou Bioprotect-PIn, cultivadas em condicdo padrao por 48h, em
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solucdo de lise contendo inibidores de protease e de fosfatase (10mM TRIS pH 7,5; 150mM
NaCl; 5mM EDTA; 1mM EGTA; 1mM DTT; 1% NP-40; 0,1% SDS; 1% desoxicolato; 1mM
Na3V04; 25mM de NaF, inibidor de fosfatase (Sigma-Aldrich) e inibidor de protease (GE
Healthcare)) a 42C. As amostras foram centrifugadas a 20.000g por 30min e o sobrenadante,
correspondente ao extrato proteico, foi quantificado pelo método colorimétrico de Bradford
(Bradford Protein Assay, Bio-Rad Laboratories, Inc), utilizando-se albumina sérica bovina
(BSA, Sigma-Aldrich) para compor uma curva-padrao. As amostras foram armazenadas a -
80°C.

Para os experimentos de Western Blotting, 30ug de cada extrato proteico foram
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢ées desnaturantes (SDS-
PAGE). O padrdo proteico utilizado compreendia padrées de massas moleculares de 10-250
kDa (Dual Color Standards, BioRad). As proteinas foram transferidas para membranas de
nitrocelulose (BioRad) por transferéncia Umida, em tampao de transferéncia (0,3% de Tris
m/v, Glicina 1,44% m/v, SDS 0,1% m/v e metanol 20% v/v), sob 100V, a 4°C por 2h. As
membranas foram bloqueadas incubando-as em solucdo de bloqueio (Tris-buffered saline
(TBS) contendo 5% de leite desnatado em pd ou albumina bovina sérica (BSA) e 0,1% de
Tween 20 (Sigma-Aldrich)), a temperatura ambiente por 1h. Os seguintes anticorpos foram
utilizados: rabbit anti-Xiap, rabbit anti-Bax, rabbit anti-Bcl-2 (1:400, Cell Signaling), mouse
anti-a-Tubulina (1:4.000, Sigma-Aldrich) e anticorpos secundarios conjugados com
Horseradish Peroxidase (HRP) (Vector Laboratories).

A deteccdo da proteina de interesse foi realizada por imunorreacao. Primeiramente, a
membrana foi incubada overnight, sob agitacdao a 42C, com solucdo de bloqueio contendo o
anticorpo primario. As membranas foram lavadas trés vezes, por 5min cada, com solucao de

lavagem (TBS contendo 0,05% de Tween 20) e incubadas por 1h a temperatura ambiente,
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com anticorpo secunddrio apropriado conjugado a peroxidase. As membranas foram lavadas
trés vezes com solucdo de lavagem e reveladas utilizando sistema quimioluminescente
(Clarity Western ECL Blotting Substrates, BioRad). A intensidade das bandas obtidas foi
registrada utilizando-se o sistema ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare). Entre dois ensaios
de Western Blot que utilizaram a mesma membrana de nitrocelulose, foi feita a remogao
dos anticorpos da imunorreagdo de detecgado inicial utilizando-se tampao de stripping (1,5%
glicina (Ajinomoto), 0,1% SDS (LGC Biotecnologia), 1% Tween 20, pH 2,2) e duas incubagdes
de 5min. Em seguida, a membrana foi novamente bloqueada e procedeu-se com nova

imunorreagao.

3.3.9. Ensaios de biocompatibilidade das microcapsulas in vitro

A biocompatibilidade imunolégica das microcdpsulas de Bioprotect e Bioprotect-Pln foi
comparada através do cultivo de 10° células da linhagem RAW264.7 de macréfagos murinos
com 100 capsulas vazias de cada formulacdo. A incubacdo das microcdpsulas com os
macréfagos foi mantida por 9h. Como controle positivo para ativagio dos macréfagos, 10°
células foram cultivadas com 2, 1 ou 0,125ug/mL de lipopolissacarideo (LPS). Macréfagos
nado expostos a capsulas nem a LPS foram utilizados como controle negativo de ativagdao. Em
seguida, a expressdo das citocinas /l-16 e Tnf-a foi quantificada por qRT-PCR, de acordo com

os procedimentos descritos no item 3.3.7.

Tabela 7: Sequencia de primers utilizados

Gene Sequéncia forward Sequéncia reverse
Hprt GTCCCAGCGTCGTGATTAGC TCATGACATCTCGAGCAAGTCTTT
1-18 AGTTGACGGACCCCAAAAGA GGACAGCCCAGGTCAAAGG

Tnf-a CCACGCTCTTCTGTCTACTGAACTT TGAGAGGGAGGCCATTTGG
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3.3.10. Avaliagdo do potencial imunoprotetor in vitro das microcapsulas

O potencial imunoprotetor in vitro das microcapsulas foi avaliado através do cultivo de
10° células da linhagem RAW264.7 de macréfagos murinos com 100 capsulas de Bioprotect
ou de Bioprotect-PIn contendo o mesmo numero de ilhotas pancredticas humanas. A
incubacdo das microcapsulas com os macréfagos foi mantida por 9h. Como controle positivo
para ativacdo dos macréfagos, 10° macréfagos foram cultivados com ilhotas pancreéticas
nuas em numero correspondente as condi¢des experimentais. Macréfagos ndo expostos a
capsulas nem a ilhotas pancreaticas foram utilizados como controle negativo de ativagao.
Em seguida, a expressao das citocinas /I-16 e Tnf-a foi quantificada por qRT-PCR, conforme

procedimento descrito no item 3.3.7.

3.3.11. Avalia¢do da biocompatibilidade das microcapsulas in vivo

Para avaliar a biocompatibilidade das microcdpsulas in vivo, 200uL de capsulas de
Bioprotect ou de Bioprotect-PIn foram implantadas na regido intraperitoneal de
camundongos Balb/C imunocompetentes com aproximadamente oito semanas de vida. Os
animais foram anestesiados com o anestésico inalatdrio isofluorano (Cristdlia) 1 a 2,5%
tendo, como veiculo, o gas oxigénio. Através de uma pequena incisdo ventral (<0,5cm) as
microcapsulas de Bioprotect ou Bioprotect-PIn foram inseridas com cateter de calibre 14G. O
periténio foi suturado com Catgut 5.0 e a pele com Nylon 6.0. Apds o processo cirurgico, os
animais foram mantidos em gaiolas aquecidas e observados até que estivessem se
movimentando e comendo normalmente. Inje¢des intramusculares de Meloxican (Movatec,
Boehringer), na dose de 1mg/Kg do animal, foram administradas durante as primeiras 48h
apos a cirurgia, com intervalo de 24h de administragdo. As microcapsulas foram recuperadas

7 ou 30 dias apds o implante. Para isso, os animais foram anestesiados com ketamina
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(0,1mg/g do animal) e xilazina (0,01mg/g do animal) e submetidos a lavagem peritoneal com
6ml de solucdo de cloreto de sédio 0,15M. Ao final do procedimento, os camundongos
foram eutanasiados por overdose de anestésicos. O numero de células presentes no lavado
peritoneal foi determinado através de camera de Neubauer e um total de 100 microcapsulas
aleatoriamente selecionadas foram analisadas sob microscépio de contraste de fase. O
diametro das cdpsulas foi determinado, assim como a presenca de células aderidas a
superficie das capsulas, e esse crescimento pericapsular foi classificado de acordo com a
Tabela 8.

Tabela 8: Classificacdo do crescimento pericapsular em microcapsulas recuperadas de camundongos
imunocompetentes.

Crescimento pericapsular

Classificacao Limpa Leve Moderado Severo

% de area afetada Zero <25% 25-75% >75%

Em outro conjunto de ensaios, microcapsulas de Biodritina, de Bioprotect ou de
Bioprotect-PIn foram implantadas na regido intraperitoneal de camundongos Balb/C
imunocompetentes com aproximadamente oito semanas de vida e recuperadas, de acordo
com o procedimento descrito acima. Apds sete dias do implante, os animais foram
submetidos a lavagem peritoneal com 6ml de solucdo de cloreto de sédio 0,15M e amostras
de sangue foram colhidas dos camundongos e centrifugadas a 1,831RCF por 3min para
obtencdo do plasma. Os niveis proteicos das citocinas Interleucina-6 (Il-6), Interleucina-10 (lI-
10), proteina quimiotdtica de mondcitos-1 (Mcp-1), Interferon-y (Ifn-y), Fator de Necrose
Tumoral-a (Tnf-a) e Interleucina-12p70 (lI-12p70) foram quantificados, em amostras de
lavado peritoneal e de plasma, por citometria de fluxo. Foi utilizado imunoensaio baseado
em microparticulas de fluorescéncia e tamanho conhecidos, conjugadas a anticorpos, que,

através de um citdbmetro de fluxo, quantifica simultaneamente varios analitos, método este




148

que é chamado de Cytometric Bead Array (CBA). Foi utilizado um kit comercial, de acordo
com as instrucdes do fabricante (CBA Mouse Inflammation Kit, Becton, Dickinson and

Company, BD).

3.3.12. Analise estatistica

A significancia das diferencas observadas nos dados experimentais foi avaliada através
do programa Prism v6.01 (GraphPad). As diferengas foram consideradas estatisticamente
significativas quando p<0,05. A barra de erro nos graficos mostra o erro padrdao da média

(standard error of the mean, SEM).
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3.4. Resultados

3.4.1. Producdo de microcapsulas
Utilizando os biomateriais Bioprotect e Bioprotect-PIn, foi possivel produzir
microcdpsulas, ndao tendo sido observado variagao no didametro ou na forma entre as

capsulas produzidas com cada um destes biomateriais (Figura 38).

Bioprotect Bioprotect-PIn

Figura 38. Imagens de capsulas produzidas com Bioprotect ou com Bioprotect-PIn (100x).

A presenca de laminina nas microcdpsulas foi confirmada por imunofluorescéncia
indireta (Figura 39). Foi possivel detectar a presenca de laminina nas capsulas produzidas
com Bioprotect ou com Bioprotect-PIn, mas ndo naquelas produzidas com Biodritina,
biomaterial que ndo contém laminina em sua composi¢cdo. As cdpsulas de Bioprotect-PIn
exibem distribuicdo irregular de laminina, enquanto aquelas de Bioprotect possuem uma
distribuicdo mais homogénea em sua superficie. A visdo da se¢do transversal mediana das
capsulas demonstra que a técnica utilizada permite detectar apenas a laminina presente na
superficie das cdpsulas, ndo tendo sido possivel internalizar os anticorpos e assim detectar a
laminina presente no interior de cdpsulas integras (Figura 39C-D). Além disso, ndo houve

variagdo na fluorescéncia de capsulas armazenadas durante sete dias.
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Biodritina Bioprotect Bioprotect-PIn
.
.

Laminina

Figura 39: Deteccdo de laminina em microcapsulas compostas por diferentes biomateriais. As
capsulas foram produzidas com Biodritina, que funciona como controle negativo por ndo possuir
laminina em sua composi¢do (A, D), Bioprotect (B, E) ou Bioprotect-PIn (C, F). Imunofluorescéncia
indireta com marcac¢do para laminina. (A-C) Reconstrucdo tridimensional obtida por microscopia
confocal e (D-F) visdo da se¢do transversal mediana (200x).

As caracteristicas morfoldogicas das microcdpsulas, como deformacgbes e
irregularidades na superficie, foram analisadas através de MEV. A Figura 40 mostra que as
microcapsulas apresentam estrutura esférica sem evidéncia de deformacgdes significativas na
superficie. Contudo, no aumento de 10.000x, foi possivel identificar diferencas entre a

textura das microcdpsulas confeccionadas com os diferentes biomateriais.
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Figura 40: Imagens obtidas por MEV de microcapsulas produzidas com Biodritina, Bioprotect e
Bioprotect-PIn. Aumentos de 450x e de 10000x.

3.4.2. Avaliacdo da estabilidade mecanica e térmica das microcdpsulas

Para avaliar se a nova formulacdo Bioprotect-PIn possui estabilidade mecanica e
térmica desejaveis e compativeis com a estabilidade das microcdpsulas produzidas com
Bioprotect, as microcdpsulas foram cultivadas in vitro e desafiadas contra diferentes
condicBes de estresse térmico, osmatico e mecanico. Ao final de cada teste, a integridade
fisica e o diametro das microcapsulas foram avaliados. Ndo houve variacdo de diametro
entre as microcapsulas produzidas com Bioprotect ou com Bioprotect-PIn em nenhum dos
testes realizados (Figura 41), assim como também ndo foi observado numero relevante de
microcapsulas rompidas (0,667%+0,19 e 0,467%* 0,16 de microcdpsulas rompidas nas

condicBes Bioprotect e Bioprotect-PIn, respectivamente).
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Figura 41: Variacdo de didametro (um) das microcapsulas submetidas aos seguintes testes: (A-B)
Temperatura, incubagdo em NaCl 0,9% a (A) 372C (B) ou 402C por até 24h; (C) Osmético, incubagdo
em agua destilada por 30 dias; (D) Rotacional, incubagdo em NaCl 0,9% sob agitacdo (150RPM) a
379C por 30 dias; (E) Cultura, incubagdao em meio de cultivo RPMI-1640 contendo 5% SFB a 379C por
30 dias; (F) Misto, incubagcdo em meio de cultivo RPMI-1640 contendo 5% SFB sob agitagdo (150
RPM) a 379C por 30 dias (One-way ANOVA. Diferencas estatisticamente ndo-significativas. n = 3).
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3.4.3. Encapsulamento de ilhotas pancreaticas
Ilhotas pancreaticas foram isoladas e encapsuladas utilizando os biomateriais
Bioprotect e Bioprotect-PIn (Figura 42). As cdapsulas produzidas sdao uniformes,

independentemente do biomaterial utilizado.
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Figura 42: Imagens representativas de ilhotas pancredticas isoladas a partir de pancreas de ratos
coradas com Ditizona (200x) e microencapsuladas com Bioprotect ou Bioprotect-PIn (100x).

3.4.4. Funcionalidade in vitro de ilhotas pancredticas microencapsuladas

Para avaliar o efeito dos diferentes biomateriais sobre a funcionalidade das ilhotas
pancreaticas encapsuladas, diferentes ensaios in vitro foram realizados. Inicialmente, a
capacidade das ilhotas pancreaticas humanas nuas, encapsuladas com Bioprotect ou
Bioprotect-PIn, de secretar insulina em resposta ao estimulo de glicose foi avaliada. Para
cada condigdo, cinco ilhotas encapsuladas foram selecionadas e desafiadas com baixa e alta
concentracdo de glicose. Apds cada estimulo, o nivel de secrecdo de insulina foi
determinado. Quando as ilhotas sdo incubadas em baixa concentracdao de glicose, ndo ha
diferenca estatisticamente significativa no nivel de insulina secretada entre os grupos
avaliados (Figura 43). O estimulo com alta concentracdo de glicose, apesar de induzir niveis
estatisticamente maiores de secrecdao de insulina em todas as condi¢des avaliadas, induz

niveis de secrecdo de insulina diferentes entre as ilhotas encapsuladas com os biomateriais
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em estudo e as ilhotas nuas (Figura 43). A presenca da cédpsula pode constituir uma barreira
para o estimulo de glicose ou para a secrecdo de insulina, de forma a induzir diminuicdo da
capacidade de resposta das ilhotas encapsuladas, ou seja, diminuicdo da razdo entre os
niveis de insulina secretados em resposta aos estimulos de glicose alto e baixo,

independentemente do biomaterial utilizado (Figura 43).
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Figura 43: Niveis de insulina (ug/L/ilhota) secretados por ilhotas pancredticas humanas nuas,
encapsuladas com Bioprotect ou encapsuladas com Bioprotect-PIn, apds o estimulo com diferentes
concentragdes de glicose (One-way ANOVA. *** = p<0,001. n = 3).

As ilhotas pancredticas de rato microencapsuladas foram avaliadas quanto a possivel
modulacdo da expressdo de genes associados a apoptose (pro-apoptéticos: Bax e Caspase 3;
anti-apoptéticos: Bcl-2 e Bcl-xl), ao estresse (Hsp70 e Mcp-1) e a fungdo celular (Insulina 1),
induzida pelos diferentes biomateriais. As ilhotas encapsuladas com Bioprotect-PIn
apresentaram aumento estatisticamente significativo na expressdo dos genes anti-
apoptéticos Bcl-2 e Bcl-xI e mantiveram os niveis de expressdao do gene associado a funcdo
celular Insulina | (Figura 44). Observou-se apenas uma tendéncia a diminuicdo da expressado

de genes relacionados a atividade pré-apoptética e ao estresse celular (Figura 44).
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Figura 44: Expressao de genes relacionados a apoptose, estresse e funcao celular em amostras de
ilhotas pancredticas de rato microencapsuladas com Bioprotect-PIn e mantidas em cultura por 48h. A
expressao genica foi normalizada em relacdo a condicdo de ilhotas pancredticas de rato encapsuladas
com Bioprotect (linha pontilhada). O gene Hprt foi utilizado como controle de expressado constitutiva
(One-way ANOVA. * = p<0,05. *** p <0,001. n = 3).

Por fim, foi avaliada a modulacdo proteica causada pelo microencapsulamento de
ilhotas pancreaticas de rato com Bioprotect ou Bioprotect-PIn. Apds 48h de cultura, as
ilhotas pancreaticas microencapsuladas com Bioprotect-PIn apresentaram tendéncia de
aumento nos niveis da proteina anti-apoptotica Bcl-2 em relagdo as ilhotas
microencapsuladas com Bioprotect (Figura 45). Entretanto, os niveis das proteinas Xiap e Bax

permaneceram similares nas duas condi¢Ges (Figura 45).
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Figura 45: Modulacdo proteica em ilhotas pancreaticas de rato microencapsuladas com Bioprotect ou
Bioprotect-PIn e cultivadas por 48h. (A) Imagens representativas de membranas de Western Blot
marcadas com diferentes anticorpos (anti-Xiap, -Bax, -Bcl-2, -a-Tubulina). (B) Quantificacdo relativa
dos niveis proteicos por densitometria das membranas de Western Blot. Linha tracejada representa
as ilhotas pancreaticas microencapsuladas com Bioprotect (Teste t. Diferencas estatisticamente nao
significativas. n=3).
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3.4.5. Avalia¢do da biocompatibilidade in vitro das microcapsulas

A biocompatibilidade das microcdpsulas foi inicialmente avaliada in vitro através do
cultivo de macréfagos com microcdpsulas vazias, seguida da quantificacdao da expressdo do
mRNA das citocinas /I-18 e Tnf-a. Os macréfagos incubados com as microcapsulas
produzidas com Bioprotect ou com Bioprotect-Pln apresentaram expressao similar do mRNA
das citocinas avaliadas entre si e em comparacdao com os macrofagos nao ativados. Além
disso, a expressdo de ambas as citocinas foi significativamente reduzida quando em

comparacdo com os macréfagos incubados com diferentes concentracdes de LPS (Figura 46).
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Figura 46: Niveis de expressdo génica das citocinas: (A) /l-18 e (B) Tnf-a, apresentados por
macrofagos incubados com microcdpsulas de Bioprotect ou Bioprotect+PIn por 9h. Diferentes
concentracdes de LPS foram utilizadas como controle positivo. Macréfagos ndo expostos a qualquer
biomaterial foram utilizados como controle. O gene Hprt foi utilizado como controle de expressao
constitutiva (One-way ANOVA. *** = p<0,001. n = 3).

3.4.6. Avaliacdo do potencial imunoprotetor das microcdpsulas in vitro

A capacidade das microcapsulas de imunoproteger ilhotas pancredticas humanas
encapsuladas foi avaliada em um ensaio de ativacdo de macrdéfagos in vitro, seguida da
quantificacdo da expressao do mRNA das citocinas /-18 e Tnf-a. Os macréfagos foram
incubados por 9h com ilhotas pancreaticas humanas nuas, ilhotas pancreaticas humanas
encapsuladas com Bioprotect ou ilhotas pancreaticas humanas encapsuladas com
Bioprotect-PIn. A expressdao de ambas as citocinas pelos macréfagos permaneceu inalterada
qguando macrdéfagos foram cultivados sozinhos ou na presenca de ilhotas pancreaticas
encapsuladas com Bioprotect ou Bioprotect-PIn, entretanto, a exposicdo dos macréfagos a
ilhotas pancredticas nuas induziu aumento significativo da expressdo de /I-16 e Tnf-a (Figura

47).
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Figura 47: Avaliagdo do potencial imunoprotetor das microcdpsulas. (A) Imagens representativas das
condig¢des de cultivo. Macréfagos RAW264 foram cultivados por Sh sozinhos, em combinagao com
ilhotas pancreaticas humanas nuas ou encapsuladas com Bioprotect ou com Bioprotect-Pln (100x).
(B-C) Expressdo génica de (B) /I-18 e (C) Tnf-a por macréfagos RAW264 cultivados sozinhos ou co-
incubados com ilhotas pancredticas humanas nuas ou com ilhotas pancreaticas humanas
encapsuladas com Bioprotect ou Bioprotect-PIn. O gene Hprt foi utilizado como controle de
expressao constitutiva (One-way ANOVA. * = p<0,05. n = 3).

3.4.7. Avaliacdo da biocompatibilidade das microcapsulas in vivo

A biocompatibilidade das microcdpsulas foi avaliada in vivo através do implante
intraperitoneal de microcdpsulas vazias de Bioprotect ou Bioprotect-PIn em camundongos
imunocompetentes. As capsulas foram recuperadas através de lavado peritoneal 7 ou 30
dias pds-implante para avaliar a existéncia e a extensdao do crescimento pericapsular, assim
como o didametro das microcdpsulas recuperadas. Pelo menos 95% do volume de capsulas
implantadas foi recuperado em todas as lavagens peritoneais. Os diametros das capsulas
recuperadas também foram determinados, sendo que até sete dias pds-implante, ndo foi

detectada variacdo alguma entre os grupos, entretanto, um aumento significativo no
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didametro das microcdpsulas foi observado aos 30 dias pds-implante (Figura 48D). O inchago

das microcapsulas representa, em média, um aumento de 15% no diametro, ndo havendo

diferenga entre os biomateriais testados.
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Figura 48: Avaliacdo da biocompatibilidade das microcapsulas in vivo. (A) Imagens representando
microcapsulas consideradas limpas ou com crescimento pericapsular pequeno, moderado ou severo.
As setas indicam os locais afetados. (B-D) Porcentagem de microcdpsulas recuperadas 7 e 30 dias
apos o implante, sendo consideradas limpas (B), com crescimento pericapsula leve (C) ou moderado
(D). (Two-way ANOVA.*** = p<0,001 ** = p<0,01 * = p<0,05. n=6). (E) Variagdo no diametro das
microcdpsulas recuperadas 7 e 30 dias pds-implante (Two-way ANOVA. *** = p<0,001. n=6).
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O crescimento pericapsular foi classificado de acordo com os critérios estabelecidos na
Tabela 8 e na Figura 48A. Observou-se um aumento no percentual de cdpsulas de
Bioprotect-PIn limpas recuperadas e a reducao do percentual de cdpsulas de Bioprotect-Pln
com crescimento pericapsular leve e moderado recuperadas em todos os periodos de tempo
analisados (Figura 48A-D). Capsulas com crescimento pericapsular classificado como severo
ndo foram significativamente representadas. Além disso, mesmo entre as capsulas
consideradas “limpas” sob microscopia de luz, a andlise por MEV revelou uma clara
diferenca no crescimento pericapsular entre as cdpsulas de BioProtect-PIn, quando

comparada com as capsulas BioProtect (Figura 49).
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Figura 49: Avaliagao da biocompatibilidade das microcdpsulas in vivo. Imagens obtidas por MEV de
microcapsulas de Bioprotect ou Bioprotect-PIn explantadas de camundongos imunocompetentes 7
dias apds o implante. Aumentos de 450x e de 10000x.

Os lavados peritoneais obtidos ao recuperar as capsulas implantadas em camundongos
imunocompetentes também foram avaliados. Foi observada a diminuicdo do numero de
células associadas ao lavado peritoneal de animais que receberam microcapsulas de
Bioprotect-PIn em relacdo ao lavado peritoneal de animais que receberam microcdpsulas de

Bioprotect (Figura 50). Além disso, ndo houve variacdo entre o numero de células infiltradas



161

na cavidade peritoneal do grupo Sham e do grupo que recebeu capsulas Bioprotect-PIn

(Figura 50).
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Figura 50: Avaliagdo da biocompatibilidade das microcapsulas in vivo. Ndmero de células infiltradas
na cavidade intraperitoneal. Animais Sham ndo receberam cépsulas (Two-way ANOVA. ** = p<0,05.
n=6).

Em ensaio independente, a resposta inflamatdria as microcdpsulas in vivo foi
adicionalmente caracterizada através da quantificacdo de citocinas no lavado peritoneal e no
soro de camundongos 7 dias apds o implante das microcapsulas vazias. Nessas amostras, foi
qguantificado o nivel proteico das citocinas 1I-12p70, Tnf-a, Mcp-1, II-10, 1I-6 e Ifn-y. Foi
observada reducdo estatisticamente significativa nos niveis das citocinas II-12p70, Tnf-a,
Mcp-1 e Ifn-y no lavado peritoneal dos camundongos que receberam cdpsulas de
Bioprotect-PIn em relacdo aos camundongos que receberam cdpsulas de Bioprotect (Figura
51). Nas amostras de soro, foi observada reducdo estatisticamente significativa das citocinas

II-12p70 e Tnf-a (Figura 52).
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Figura 51: Avaliagdo da biocompatibilidade das microcdpsulas in vivo. Quantificagdo dos niveis de
citocinas 11-12p70, Tnf-a, Mcp-1, 1I-10, II-6 e Ifn-y no lavado peritoneal de camundongos
transplantados com cdpsulas de Biodritina, Bioprotect ou Bioprotect-PIn. Camundongos Sham
passaram pelo procedimento cirdrgico, porém, ndo receberam capsulas. (One-way ANOVA. * =
p<0,05 ** = p<0,01 *** = p<0,001. n=9).
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Figura 52: Avaliagdo da biocompatibilidade das microcdpsulas in vivo. Quantificagdo dos niveis de
citocinas 1I-12p70, Tnf-a, Mcp-1, 1I-10, 1-6 e Ifn-y no soro de camundongos transplantados com
capsulas de Biodritina, Bioprotect ou Bioprotect-PIn. Camundongos Sham passaram pelo
procedimento cirurgico, porém, ndo receberam capsulas. (One-way ANOVA. * = p<0,05. n=9).

Nesse ensaio, o numero de células infiltradas no lavado peritoneal dos camundongos
gue passaram pelo processo cirurgico também foi avaliado, seguindo a mesma tendéncia
observada na Figura 50, ou seja, houve diminuicdo do numero de células associadas ao
lavado peritoneal de animais que receberam microcdpsulas de Bioprotect-PIn em relagdo ao
lavado peritoneal de animais que receberam microcdpsulas de Bioprotect (Figura 53). Além
disso, ndo houve variacdo entre o nimero de células infiltradas na cavidade peritoneal do

grupo Sham e o grupo que recebeu capsulas Bioprotect-PIn, tendo sido possivel, também,
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observar que cdpsulas de Biodritina, as quais ndo possuem laminina nem polilaminina em
sua composicao, induzem aumento significativo no nimero de células infiltradas na cavidade

peritoneal (Figura 53).
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Figura 53: Avaliagdo da biocompatibilidade das microcapsulas in vivo. Nimero de células infiltradas
na cavidade intraperitoneal. Camundongos Sham passaram pelo procedimento cirdrgico, porém, nao
receberam capsulas. (One-way ANOVA. ** = p<0,01 *** = p<0.001. n=9).
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3.5. Discussao

Apesar dos estudos sobre isolamento de ilhotas pancredticas a partir de érgdos doados
ou da diferenciacdo de células-tronco em células produtoras de insulina apresentarem
progresso exponencial, a necessidade de imunossupressdao ao longo de toda a vida dos
individuos transplantados representa um risco que contraria os beneficios do transplante. O
protocolo de Edmonton impactou profundamente o campo de transplante de ilhotas
pancreaticas por introduzir um regime imunossupressor otimizado, mas, ainda assim, sao
descritas perdas recorrentes de viabilidade do enxerto devido a rejeicdo imune,
autoimunidade ou exposicao cronica a imunossupressores diabetogénicos.

Nesse cenario, o microencapsulamento se torna uma opgao terapéutica interessante
por prover a oportunidade de inserir células em um ambiente imunoprotegido e funcional.
Ja foi demonstrada a seguranca e a viabilidade do encapsulamento de ilhotas pancredticas
em longo prazo em pacientes de DM1, porém, o resultado metabdlico obtido foi limitado,
pois os testes em humanos ndo eliminaram a necessidade de suplementacdo com insulina
exogena e os resultados metabdlicos alcancados foram marginais. Além das capsulas
atuarem como uma barreira para o sistema imune, aumentando a viabilidade celular e
eliminando a necessidade de imunossupressao, elas também podem atuar como um fator
terapéutico para reverter uma das principais raz6es para a perda de viabilidade do enxerto
de ilhotas pancreadticas isoladas, ou seja, a falta de componentes de MEC. A adicdo de
componentes de MEC a malha capsular representa uma abordagem terapéutica promissora.

Para os ensaios realizados neste trabalho, utilizou-se, como material-base, a Biodritina,
a qual é composta de alginato de sédio e sulfato de condroitina, numa formulagao validada
através de diversos experimentos de estabilidade e biocompatibilidade realizados por nosso

grupo (CAMPOS-LISBOA et al., 2008). Para a formulac3o da Biodritina e de todos os demais
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biomaterias estudados neste trabalho, foi utilizado alginato de sddio ultrapuro, com 60% de
G, e o sulfato de condroitina, com niveis de pureza adequados para testes pré-clinicos. O
biomaterial Bioprotect também foi desenvolvido em nosso grupo e sua estabilidade,
biocompatibilidade e funcionalidade no encapsulamento de ilhotas pancredticas foram
demonstradas (CAMPANHA RODRIGUES et al., 2013; RODRIGUES, 2012). A presenga de
laminina no biomaterial gera modulacdo génica, proteica e funcional de ilhotas pancreaticas
microencapsuladas, proporcionando normoglicemia em animais diabéticos por periodo de
tempo prolongado.

Entretanto, observou-se que 198 dias apds o transplante de ilhotas encapsuladas com
Bioprotect em camundongos diabéticos, 40% dos animais retornaram a hiperglicemia
(RODRIGUES, 2012). Ao recuperar as microcapsulas implantadas, o indice de liberagdo de
insulina das ilhotas presentes nas cdpsulas ndo foi diferente entre os grupos normoglicémico
e hiperglicémico quando submetidas a baixa concentracdo de glicose. Porém, quando
estimuladas com alta concentracdo de glicose, somente ilhotas microencapsuladas obtidas
de animais normoglicémicos apresentaram uma secrecdo de insulina significativamente
aumentada, o que sugere que tais células foram capazes de manter uma resposta funcional
mais preservada, quando comparadas ao grupo hiperglicémico. No grupo de animais
hiperglicémicos, 65% das capsulas de Bioprotect apresentava mais da metade da area
tomada por crescimento pericapsular (RODRIGUES, 2012). J& no grupo que permaneceu
normoglicémico, a porcentagem ficou em torno de 40%, mostrando que a manutencdo da
normoglicemia estd relaciona a resposta inflamatéria desencadeada pelo implante. Dessa
forma, espera-se que melhorias na formula¢do das microcdpsulas que evitem a ativacao de
resposta inflamatdria e perda de viabilidade do enxerto auxiliem na obtencdo de um

resultado metabdlico mais adequado.
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As fungOes atribuidas as isoformas de laminina dependem, diretamente, da
organizacao supramolecular da laminina, que ocorre, naturalmente, como um polimero in
vivo. O polimero artificial chamado de polilaminina é formado através da polimerizacdo de
laminina in vitro, sendo homogéneo, estavel e similar as membranas encontradas in vivo,
apresentando, também, propriedades anti-inflamatdrias e neurogénicas (BARROSO et al.,
2008; FREIRE; COELHO-SAMPAIO, 2000; MENEZES et al., 2010). Foi demonstrado que a
polilaminina é estdvel nas condi¢cOes de temperatura, forga i6nica, pressao e cultivo celular
explorada neste estudo (FREIRE et al., 2012). No presente trabalho, Bioprotect foi utilizado
como base de comparagao para a produ¢cdao de um novo biomaterial no qual laminina foi
substituida por polilaminina, Bioprotect-PIn, o que pode somar as vantagens ja conferidas
pela presencga de laminina.

Foi possivel incorporar a polilaminina ao novo biomaterial (Figura 38), denominado
Bioprotect-PIn, e confirmar a presenca da laminina no biomaterial mesmo apds a
manipulacdo para a producdo de polilaminina, incorporacdo desta ao biomaterial e
producdo de microcapsulas (Figura 39). Observamos que a distribuicdo da marcacao
fluorescente ndo é uniforme nas capsulas de Bioprotect-Pln, diferentemente do que é
observado para as cdpsulas de Bioprotet (Figura 39), indicando a ocorréncia de
polimerizacdo de laminina e incorporacdo nas capsulas de Bioprotect-PIn. Além disso, a
fluorescéncia foi observada apenas nas bordas das cépsulas, devido a restricdo de tamanho
imposta pelos poros das capsulas aos anticorpos utilizados (Figura 39E-F).

As caracteristicas morfoldgicas das microcapsulas foram adicionalmente estudadas por
MEV, tendo sido possivel observar diferencas entre a textura das microcdpsulas produzidas
com os diferentes biomaterias (Figura 40). Nas imagens obtidas com aumento de 10.000x é

possivel observar que a superficie das capsulas de Bioprotect-PIn apresenta textura menos
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rugosa e mais homogénea, em comparacdo com os biomateriais Bioprotect e Biodritina
(Figura 40), confirmando a existéncia de diferencas estruturais entre as microcapsulas. A
inflamacdo é um conjunto de fendmenos bioquimicos, morfolégicos e fisiolégicos que visam
minimizar, destruir e eliminar a causa de uma agressdo e induzir a reparagao tecidual. A
natureza e as caracteristicas morfolégicas de um biomaterial determinam como o organismo
receptor ird identifica-lo e reagir imunoldgica e inflamatoriamente a sua presenca. A
presenca de deformidades e irregularidades na superficie das microcdpsulas ocasiona a
ativacdo de resposta inflamatdria contra o enxerto, a adesdao de células a sua superficie e
formacao de fibrose, alterando a permeabilidade a nutrientes e ao oxigénio, além de
desencadear a liberacdo de fatores proé-inflamatdrios capazes de danificar as células
encapsuladas (DE GROOT; SCHUURS; VAN SCHILFGAARDE, 2004). Dessa forma, constatou-se
que a superficie das capsulas de Bioprotect-PIn é mais adequada ao transplante de células
encapsuladas.

A estabilidade das microcdpsulas de alginato e a prevencdo de quebras sdo parametros
importantes para garantir a funcdo do enxerto de ilhotas pancreaticas encapsuladas. E
comum ocorrer inchaco das capsulas, atribuido ao aumento da higroscopicidade do material
devido a troca quimica entre o cation Ba®" utilizado na polimerizacdo e o Na* presente nas
solucdes salinas de lavagem e armazenamento, o que causa diminuicdo da interacdo entre
as cadeias de alginato. Os testes de estabilidade utilizados neste estudo sdo comumente
aplicados em analises de estabilidade de microcapsulas (THU et al., 1996a, 1996b;
ZIMMERMANN et al., 2007), cobrindo diversos parametros que podem variar in vitro e in
vivo, como: a temperatura, a manutencdo em diferentes meios de cultivo, diferentes
pressbes osmoticas e estresse mecanico. Variacbes estatisticamente significativas de

tamanho e no numero de capsulas rompidas ndao foram identificadas nos testes de
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estabilidade térmica e mecanica realizados (Figura 41). O inchago das microcdpsulas ndo é
desejado, podendo estar relacionado ao aumento de permeabilidade, permitindo o acesso
de anticorpos e outros componentes do sistema imune, assim como o rompimento das
capsulas (DARRABIE; KENDALL; OPARA, 2008). Os ensaios realizados visam demonstrar a
resisténcia do biomaterial a diferentes formas de estresse, demonstrando a resisténcia das
microcapsulas ao processo de producdo e manipulagdo, assim como permitindo predizer o
comportamento dessas estruturas apds o implante, sendo que, os resultados obtidos
demonstraram que a incorpora¢do de polilaminina ndo altera a estabilidade mecanica ou
térmica do biomaterial.

Ap0s verificarmos que é possivel utilizar Bioprotect-PIn no encapsulamento de ilhotas
pancreaticas (Figura 42), foram realizados ensaios de cultura de ilhotas pancreaticas
encapsuladas visando avaliar se ha modulagdo funcional de ilhotas pancreaticas
encapsuladas com o biomaterial contendo polilaminina. O periodo de 48h de cultivo foi
utilizado, pois corresponde ao periodo maximo de cultivo pré-implante das ilhotas
pancreaticas. O ensaio de secrecdo de insulina em resposta ao estimulo de glicose foi
realizado visando garantir que os processos de isolamento, purificacdo e encapsulamento
nao induzem perda de funcionalidade das ilhotas pancreaticas isoladas e verificar se o uso
de diferentes biomateriais para o encapsulamento é capaz de modular essa propriedade-
chave das ilhotas pancreaticas. Os dados obtidos demonstram que ilhotas humanas
encapsuladas sdo capazes de secretar insulina e de responder adequadamente a diferentes
concentracdes de glicose (Figura 43). Quando estimuladas com baixas concentracdes de
glicose, independentemente da presenca de cdpsula ou do biomaterial utilizado, os niveis de
secrecao de insulina foram os mesmos em todas as condi¢des, o que ndo se repete quando

as ilhotas sdo encapsuladas e estimuladas com altas concentracdes de glicose. Observa-se
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que, independente do biomaterial utilizado, o encapsulamento das ilhotas pancreaticas
diminui os niveis de insulina secretada em resposta a altos niveis de glicose, o que se reflete
na capacidade de resposta das ilhotas pancreaticas (Figura 43). Porém, dada a observacao de
que ilhotas pancreaticas encapsuladas com Bioprotect sdo capazes de reverter, por longos
periodos de tempo, o diabetes induzido em camundongos, pode-se esperar que ilhotas
pancreaticas encapsuladas com Bioprotect-Pln apresentem capacidade similar, visto que as
ilhotas encapsuladas com Bioprotect-PIn secretam niveis comparaveis de insulina aqueles
secretados por ilhotas encapsuladas com Bioprotect, independentemente da concentragao
de glicose presente no meio de cultura.

O encapsulamento de ilhotas pancredticas de rato com Bioprotect-PIn promoveu
modula¢do génica nas ilhotas pancredticas encapsuladas, quando comparadas com as ilhotas
encapsuladas com Bioprotect (Figura 44). Genes associados com o processo de apoptose,
como Bcl-2, Bcl-XL, Bax e Caspase 3, foram avaliados por serem relacionados ao processo de
morte observado em ilhotas recentemente transplantadas. O processo apoptdtico pode ser
desencadeado pela via intrinseca ou extrinseca, convergindo na ativacdo de proteases da
familia das Caspases (THOMAS; BIDEN, 2009; ZIMMERMANN; BONZON; GREEN, 2001). Na
via extrinseca, a ativacdo de receptores de morte facilita o recrutamento e a clivagem de
Caspases, como a Caspase 3. A via intrinseca (também conhecida como via mitocondrial ou
via regulada por Bcl-2) pode ser iniciada por diferentes estimulos, incluindo hipdxia,
restricdo de nutrientes e espécies reativas de oxigénio (ROS), sendo associada com a
liberacdo de citocromo C da membrana mitocondrial por membros apoptdticos da familia de
Bcl-2 (Bak e Bax), os quais deixam o controle de moléculas anti-apoptéticas (Bcl-2 e Bcl-xl) e
ativam caspases efetoras. Nesse contexto, Bad é um ligante capaz de inibir proteinas anti-

apoptéticas e de promover a morte celular programada. As cdpsulas contendo polilaminina
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sdo capazes de modular a expressao de genes associados a apoptose, indicando protecdo
contra morte celular programada. Ocorre aumento de expressao de genes anti-apoptéticos,
Bcl-xl e Bcl-2, e tendéncia a diminuicdo da expressdo genes pro-apoptoticos (Figura 44).

Genes associados com o estresse celular, como Mcpl e Hsp70 também foram
avaliados. Mcpl é um membro da familia das quimiocinas, segregado por varios tipos de
células, cuja fungdo mais conhecida é o forte recrutamento e a ativacdo de macrdéfagos
(MELZI et al., 2010). A familia das Heat Shock Proteins (HSP) é induzida por estresse celular,
como variacles de temperatura, hipdxia, isquemia, desbalanco osmético, metais pesados e
citocinas (como /I-18 e Tnf-a) (LAI; CHEN; LINN, 2009; RADLOFF; DELLING; GERCKEN, 1998;
SATOH; KIM, 1995; SMOYER et al., 2000). Chaperonas HSP70 sdo ativadas em momentos
criticos, pois mantém a homeostase proteica no citosol, mediando a renaturacdo de
proteinas desnaturadas (LAI; CHEN; LINN, 2009; MULTHOFF, 2007; SALUJA; DUDEJA, 2008).
A incorporacgao de polilaminina as microcapsulas foi suficiente para induzir uma tendéncia
de diminuicdo nos genes Mcp1l e Hsp70 (Figura 44). Esses resultados sugerem o potencial da
nova formulagdo Bioprotect-PIn em promover um ambiente menos estressante para as
ilhotas pancredticas encapsuladas, em comparacdo com o Bioprotect.

A expressdao de Insulina | também foi avaliada. Modelos murinos de células-B
sintetizam moléculas de insulina codificadas por dois genes diferentes, com 90% de
homologia. Normalmente os niveis de Insulina | sdo mais altos do que os de Insulina Il
(KAKITA; GIDDINGS; PERMUTT, 1982). As capsulas de Bioprotect-PIn ndo induziram aumento
estatisticamente significativo nos niveis de expressdo de Insulina | (Figura 44), resultado
compativel com aquele observado ao se quantificar e comparar os niveis de insulina
secretados quando ilhotas sdo encapsuladas com Bioprotect ou Bioprotect-PIn e desafiadas

com diferentes concentracdes de glicose (Figura 43). Para melhor caracterizar a contribuicdo
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da polilaminina para a viabilidade de ilhotas encapsuladas com Bioprotect-Pln, foram
analisados os niveis proteicos de alguns marcadores ja avaliados por gRT-PCR. Foi observada
apenas tendéncia de aumento na expressao da proteina anti-apoptdtica Bcl-2 devido ao
encapsulamento com o novo biomaterial, porém, ndo foi possivel detectar variacdo
estatisticamente significativa nos niveis de nenhuma das proteinas avaliadas (Bcl-2, Bax e
Xiap, potente inibidor das caspases efetoras que impede a finalizacdo do processo
apoptotico) (Figura 45). A modulacdo de moléculas associados ao estresse celular e a
apoptose e a manutencdo dos niveis de expressdao de moléculas associadas a fungao celular
sugerem que as capsulas de Bioprotect-PIn podem proteger células encapsuladas contra
perda de viabilidade e de fungdo, num periodo pré-transplante, que é critico para a
manutenc¢ao da massa do enxerto.

Apesar do procedimento cirdrgico para implante das microcapsulas ser minimamente
invasivo, ele induz uma reposta inflamatdria associada ao processo de restaurac¢ao do tecido
(BABENSEE et al., 1998). Além disso, o implante peritoneal de biomateriais pode causar uma
reacao conhecida como reacdo a corpo estranho (foreign body reaction, FBR), a qual é
inicialmente uma resposta inflamatdria estéril aguda, sendo, subsequentemente sobreposta
com uma resposta fibrdtica cronica (ANDERSON; RODRIGUEZ; CHANG, 2008). As
caracteristicas principais do processo de FBR incluem o acumulo de macroéfagos na interface
tecido-implante e a deposicdo de densa camada de matriz colagenosa que isola o implante.
As consequéncias clinicas da FBR incluem dor, cicatrizes e, para alguns biomateriais, a falha
do enxerto devido ao desenvolvimento de fibrose (MALIK et al., 2011). A membrana utilizada
no encapsulamento de células ndo deve estimular a ativacdo do sistema imune do
organismo receptor, ou seja, deve ser biocompativel. Idealmente, as microcdpsulas nao

devem gerar a formacdo de tecido fibrético, a ativacdo de macréfagos e nem estimular a
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liberacdo de citocinas e agentes citotéxicos (GIN et al., 1990; MILLER; ANDERSON, 1988).
Além disso, o biomaterial deve prover permeabilidade adequada para a troca de nutrientes
e metabdlitos e apresentar estabilidade adequada para resistir in vivo (RIHOVA, 2000).

Um método simples e sensivel foi desenvolvido por Juste et al em 2005 e reproduzido
no presente trabalho, com o objetivo de avaliar a biocompatibilidade de diferentes
biomateriais baseando-se nas interacées entre macréfagos e a superficie de microcapsulas
(JUSTE et al., 2005). Sdo os macréfagos que respondem logo apds o transplante de células
encapsuladas e liberando algumas citocinas inflamatdrias, como II-1B e Tnf-a, que sao
diretamente associadas com a apoptose e a necrose do enxerto (BASTA et al., 2004; VOS et
al., 2003). Neste trabalho, ndo foram utilizados macréfagos intraperitoneais para avaliar o
processo inflamatdrio causado pelas microcapsulas in vitro, pois o préprio processo de
obtencdo e manipulacdo gera grande variabilidade nos experimento (VOS et al.,, 2003).
Dessa forma, optamos pelo uso da linhagem celular RAW264.7 de macrdéfagos murinos, que
ndo é reativa aos processos de cultivo e manipulacdo, sendo, entretanto, capaz de secretar
niveis consistentes de citocinas apds ativacdo. E importante considerar que discrepancias
entre os niveis de mRNA transcrito, a traducdo deste mensageiro, a secre¢do e atividade
proteica podem ocorrer. Ndo sé o mRNA pode ser degradado ou segregado da maquinaria
de traducdo, como a funcdo da proteina pode ser regulada por modificacdes pos-
traducionais ou pela presenca de inibidores. Assim, os testes de quantificacdo da expressado
do mRNA de citocinas ndo visam inferir o impacto que essas citocinas podem ter sobre as
células, mas é utilizada como uma forma de avaliar a capacidade dos diferentes biomateriais
de ativar a resposta de macréfagos.

Capsulas vazias foram incubadas com macréfagos de forma a demonstrar se ha

ativacdo dos macréfagos pelos biomateriais e se o0s biomateriais possuem
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biocompatibilidade comparavel. Observamos que os biomateriais Bioprotect e Bioprotect-
PIn induzem expressao similar das citocinas /l-18 e Tnf-a pelos macréfagos e que os niveis de
expressdao de citocinas sdo similares aos niveis apresentados pelo controle negativo de
ativacdo (Figura 46). Além disso, os niveis de expressdao de ambas as citocinas avaliadas foi
estatisticamente reduzido quando comparados aos niveis expressos por macrofagos
tratados com diferentes concentracées de LPS (Figura 46). LPS é um componente da
membrana plasmatica de bactérias gram-negativas, sendo descrito como um potente
ativador de monécitos e macréfagos (MENG; LOWELL, 1997). As citocinas /-1 8 e TNF-a sao
dois dos principais efetores de dano as ilhotas encapsuladas e transplantadas (CETKOVIC-
CVRUE; EIZIRIK, 1994; GYSEMANS et al., 2000; XENOS et al., 1994) Os resultados obtidos
indicam que o novo biomaterial Bioprotect-PIn ndo sé apresenta biocompatibilidade in vitro
similar a do Bioprotect, como, também, que ambos os biomateriais ndo induzem aumento
de expressao de citocinas /I-18 e Tnf-a, diferentemente do tratamento com LPS, sugerindo
gue os dois biomaterias ndo desencadeiam ativacdo de resposta inflamatéria por
macrofagos in vitro.

A expressdo de citocinas também foi avaliada quando macréfagos foram expostos a
ilhotas pancreaticas nuas, encapsuladas com Bioprotect ou encapsuladas com Bioprotect-
PIn, demonstrando, assim, o potencial imunoprotetor das diferentes cdpsulas. Os niveis de
expressao de /I-18 e Tnf-a permaneceram similares quando macrdfagos ndo foram expostos
a células ou quando foram expostos a células encapsuladas com Bioprotect ou Bioprotect-
PIn, sendo que, os niveis de expressao de citocinas foram estatisticamente elevados quando
macréfagos foram expostos a ilhotas pancreaticas nuas (Figura 47). O microencapsulamento
pode ser utilizado para o transplante de células de origem alogénica ou xenogénica. Para a

imunoprotecao de células alogénicas, a prevencao do contato célula-célula entre as ilhotas
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pancreaticas implantadas e as células do sistema imune do receptor é suficiente para evitar
a rejeicdo (DUVIVIER-KALI et al.,, 2001). Entretanto, quando ha diferencas maiores de
histocompatibilidade entre doador e receptor, como ocorre no caso de transplante
xenogénico (ANDERSON; KIRK, 2013), epitopos altamente imunorreativos das células
xenogénica podem ser liberados da capsula, culminando na ativagao do sistema imune do
receptor e na liberacdo de citocinas deletérias que se difundem pela cédpsula, prejudicando
as células encapsuladas (PAREDES JUAREZ et al., 2014). Observamos que o encapsulamento,
com Bioprotect ou Bioprotect-Pln, é capaz de imunoproteger ilhotas pancreaticas humanas,
prevenindo a ativacdo dos macréfagos de camundongo pelas células encapsuladas e
mantendo a expressao de citocinas a niveis similares aos do controle ndo ativado, mesmo no
contexto de xenogenicidade.

Os resultados obtidos in vitro estabeleceram um bom precedente para que a
biocompatibilidade do novo biomaterial fosse avaliada in vivo. A escolha do sitio de implante
é fundamental para a eficiéncia do transplante, sendo necessdrio levar em consideracdo
fatores como a possibilidade de retirada do implante, a proximidade a regides vascularizadas
e a necessidade de se evitar sitios muito susceptiveis a estresses quimicos e fisicos (SCHARP;
MARCHETTI, 2014). O transplante intra-hepatico, préximo a circulacdo, é utilizado no
transplante de ilhotas nuas, porém é invidvel para ilhotas microencapsuladas devido ao
grande volume do enxerto e o risco de embolia devida a obstrucdo de pequenos vasos pelas
ilhotas encapsuladas. A melhor alternativa é a cavidade peritoneal, por ser um sitio de facil
acesso e por acomodar o volume do enxerto de ilhotas microencapsuladas. Tanto nos
experimentos em animais quanto nos ensaios clinicos, a cavidade peritoneal é o sitio de

implante mais utilizado.
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Apds o implante na cavidade peritoneal de camundongos imunocompetentes, capsulas
de Bioprotect ou de Bioprotect-PIn foram recuperadas 7 ou 30 dias apds o implante e foram
avaliadas quanto a varia¢Ges de diametro e o crescimento pericapsular no enxerto. A maior
parte do volume de cdpsulas implantadas foi facilmente recuperada, indicando que nao
houve adesdo das mesmas aos o6rgdos e que estas estavam soltas na cavidade
intraperitoneal, sendo facilmente recuperadas por lavagem. Dados da literatura descrevem
que normalmente 80-100% das capsulas recuperadas de implantes similares ao realizado
neste trabalho ndao apresentam crescimento pericapsular (DARRABIE; KENDALL; OPARA,
2008; DE VOS et al., 1997; DE VOS; DE HAAN; VAN SCHILFGAARDE, 1997; DUVIVIER-KALI et
al., 2001), sendo assim, o resultado obtido com o biomaterial Bioprotect-Pln, em que em
média 81+10,6% das microcdpsulas foram recuperadas sem crescimento pericapsular (Figura
48B), consideradas limpas, é satisfatério, em comparacao ao observado na literatura. O
aumento no percentual de cdpsulas de Bioprotect-Pln limpas, que foram recuperadas e a
reducdo no percentual de cdpsulas de Bioprotect-PIn recuperadas que apresentavam
crescimento pericapsular leve e moderado, em relacdo aos implantes de cdpsulas de
Bioprotect, indica que Bioprotect-PIn possui biocompatibilidade superior ao Bioprotect. O
diametro das capsulas permaneceu constante até os sete primeiros dias pds-implante e,
apesar do aumento significativo no didmetro observado aos 30 dias pés-implante (Figura
48D), ndo houve diferenca significativa entre os biomateriais testados.

As células inflamatodrias peritoneais participam na defesa contra danos na cavidade
abdominal, porém, a producdo excessiva de citocinas por essas células é um fator
importante que contribui para a resposta inflamatdria sistémica, podendo causar faléncia
multipla de 6rgdos (MALIK et al., 2011) . Corroborando a observacdo, por microscopia de luz

e por MEV, de que o crescimento pericapsular € menor em capsulas de Bioprotect-Pln
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(Figura 48 Figura 49), observamos que houve uma diminui¢do do nimero de células
associadas ao lavado peritoneal de animais que receberam microcdpsulas de Bioprotect-Pln
em relacdo ao lavado peritoneal de animais que receberam microcapsulas de Bioprotect
(Figura 50 e Figura 53). Além disso, ndo houve variagdo entre o numero de células infiltradas
na cavidade peritoneal do grupo Sham e o grupo que recebeu capsulas Bioprotect-PlIn, tendo
sido possivel, também, observar que capsulas de Biodritina induzem aumento significativo
no numero de células infiltradas na cavidade peritoneal (Figura 53). Os resultados obtidos
demonstram que o implante das microcapsulas é capaz de aumentar a resposta inflamatéria
peritoneal associada ao procedimento cirdrgico, pois ha aumento no numero de células
associadas ao lavado peritoneal dos animais que receberam cdpsulas de Biodritina e de
Bioprotect em relagdo ao controle Sham (Figura 53), porém, as cdpsulas de Bioprotect-PIn
sdo capazes de diminuir esse processo inflamatério, mantendo o numero de células
infiltradas no periténio em niveis similares aqueles da condi¢do Sham (Figura 53).

Uma vez que macréfagos, e outras células do sistema imune, como neutréfilos e
baséfilos, sejam ativados pelo processo de inflamacdo desencadeado pelo implante de
microcdpsulas, essas células liberam citocinas bioativas na vizinhanga do enxerto, de forma a
promover a cicatriza¢do da ferida (BEUSCHER; GUNTHER; ROLLINGHOFF, 1990; DINARELLO,
2009; PARAMESWARAN; PATIAL, 2010). Entretanto, algumas dessas citocinas sdo destrutivas
para o enxerto. Foi demonstrado que o principal dano aos enxertos é devido a resposta
inflamatdria inespecifica (ALEJANDRO et al., 1986; NAGATA et al.,, 1990) e, apesar do
processo inflamatdrio durar menos de duas semanas, até 60% das ilhotas pancreaticas
encapsuladas podem ser perdidas nesse periodo (DE VOS et al., 2014). No geral, as
microcapsulas de alginato possuem uma permeabilidade que permite a entrada de

moléculas de peso molecular (PM) abaixo 100kDa (DE VOS et al., 1997). Como consequéncia,
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a maioria das microcdpsulas ndo protege contra moléculas bioativas da resposta imune
inata. A Unica estratégia para prevenir os danos causados por essas moléculas é evitar a
ativacdo do sistema imune do receptor (PAREDES JUAREZ et al., 2014). Algumas das
principais citocinas envolvidas na reacdo inflamatéria contra células encapsuladas sdao IFN-y
(PM 31.8kDa), IL-12 (PM 75kDa), TNF-a (PM 51,9kDa), IL-6 (PM 21,7kDa), IL-10 (PM 37,6kDa)
e algumas quimiocinas, como MCP-1 (PM 26,2kDa) (AO et al., 2006). Essas citocinas possuem
um papel central na cascata de ativacdao de macréfagos e massa molecular aparente abaixo
do limite inferior de permeabilidade das capsulas.

As citocinas sdo consideradas um grupo de proteinas e glicoproteinas sollveis,
secretadas em resposta a um sinal de estresse. Para as ilhotas pancreaticas, as citocinas TNF-
a, IL-1B, IFN-y, e IL-6 sdo as citocinas proé-inflamatdrias mais proeminentes, contribuindo
para a ativacdo de células do sistema imune e para a apoptose das células-beta (PADGETT et
al.,, 2013). Além de observarmos a reducdo estatisticamente significativa dos niveis das
citocinas Tnf-a e Ifn-y no lavado peritoneal dos camundongos que receberam capsulas de
Bioprotect-PIn, em relacdo aos camundongos que receberam capsulas de Bioprotect,
também observamos redugao nos niveis da citocina 11-12p70 (Figura 51). A citocina 1l-12 é
um heterodimero das subunidades II-12p35 e 1l-12p40, que compdem a citocina ativa Il-
12p70. II-12 é produzida por diversas células do sistema imune, inclusive macréfagos, e atua
induzindo a producdo de Ifn-y e a ativacdo da imunidade inata (GEE et al., 2009).

Também foi observada a reducdo nos niveis da quimiocina Mcp-1 no lavado peritoneal
de camundongos que receberam cdpsulas de Bioprotect-PIn (Figura 51). As quimiocinas
constituem um grupo de citocinas cuja funcdo é atrair células para locais de inflamacado. A
quimiocina Mcp-1 é segregada por varios tipos de células e sua fungdo mais conhecida é o

forte recrutamento e a ativacdo de macrofagos (MELZI et al., 2010). Foi demonstrado que
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pacientes que receberam preparacdes de ilhotas associadas a niveis elevados de MCP-1 nao
atingiram independéncia de insulina em longo prazo (PIEMONTI et al., 2002). Altos niveis de
MCP-1 no sitio de implante atraem macrdéfagos, os quais, quando ativados pela reacao de
inflamacdo, causam destruicdo do enxerto (PIEMONTI et al., 2002).

Nas amostras de soro dos camundongos submetidos ao procedimento cirdrgico de
implante das microcdpsulas de Bioprotect-Pln, foi observada reducdo estatisticamente
significativa das citocinas II-12p70 e Tnf-a (Figura 52). Esses resultados demonstram a
existéncia de uma resposta sistémica em relagdo ao processo cirurgico e ao implante das
microcdpsulas em camundongos imunocompetentes, e, além disso, demonstram que o
biomaterial Bioprotect-PIn possui propriedade anti-inflamatéria capaz de atenuar a
producdo de citocinas associadas a esse processo inflamatério.

Os resultados obtidos in vivo indicam que o enxerto de cdpsulas produzidas com o
biomaterial Bioprotect-PIn induz menor crescimento pericapsular no enxerto, menor
infiltracdo de células na cavidade peritoneal e menor producdo de citocinas pré-
inflamatérias, indicando que a presenca de polilaminina na malha capsular induz uma
resposta anti-inflamatéria que pode beneficiar a manutencdo do enxerto e preservar a
funcionalidade das ilhotas pancreaticas. Esse resultado estd de acordo com os testes de
funcionalidade realizados in vitro com ilhotas pancredticas encapsuladas com Bioprotect-Pin.
A presenca de polilaminina induziu a expressao de moléculas anti-apoptéticas pelas células
encapsuladas com Bioprotect-Pln.

Diversos estudos demonstraram a habilidade de microcdpsulas contendo ilhotas
pancreaticas em restabelecer a normoglicemia em diferentes modelos animais diabéticos e
imunocompetentes e em humanos. O numero de relatos é grande, assim como as variadas

taxas de sucesso apresentadas, reforcando os desafios inerentes ao desenvolvimento dessa
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tecnologia. O procedimento cirdrgico para implante das microcdpsulas, apesar de ser
minimamente invasivo, induz uma reposta inflamatéria que causa a falha do enxerto devido
ao desenvolvimento de fibrose e isolamento. Em modelos murinos, cerca de 60% das ilhotas
implantadas morrem nas primeiras semanas apds o transplante devido a reacdo inflamatéria
(DE VOS et al., 2014). Os resultados obtidos com o biomaterial Bioprotect comprovam que é
possivel reverter o diabetes utilizando ilhotas pancredticas microencapsuladas, porém, que
40% dos animais retornam a hiperglicemia, com perda de funcionalidade do enxerto
associada a uma resposta inflamatdria inadequada ao implante (RODRIGUES, 2012). Essas
observacdes reforcam a necessidade de se obter um biomaterial que, além de fornecer uma
barreira para o sistema imune do receptor, também minimize a resposta inflamatéria
associada ao implante. Para a obtencdo de microcapsulas funcionais e biocompativeis, o
biomaterial ndo deve impedir o funcionamento das células microencapsuladas, deve
proteger as células microencapsuladas do sistema imune e ndao deve ativar o sistema imune
do receptor, caracteristicas comprovadas para o Bioprotect-PIn. Desta forma, este trabalho
demonstrou que o biomaterial Bioprotect-PIn retém o potencial anti-inflamatério da
polilaminina, sendo capaz de diminuir a resposta inflamatdria associada ao implante de

microcapsulas em camundongos imunocompetentes, sendo funcional e biocompativel.
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3.6. Conclusdes

O encapsulamento de células visa compatibilizar o ambiente intracapsular de forma a
promover a sobrevivéncia das ilhotas encapsuladas e evitar o contato com o sistema imune
do receptor. A qualidade da composicdo capsular, além de contribuir para a sobrevivéncia e
a funcionalidade das células encapsuladas, também pode evitar a resposta inflamatéria
contra o enxerto, que é umas das principais causas para a perda de funcionalidade. No
presente trabalho, polilaminina, um polimero de laminina que possui a estrutura de matrizes
encontradas in vivo e propriedades anti-inflamatdrias, foi incorporado a malha capsular, de
forma a substituir a laminina ndo polimerizada do Bioprotect. As capsulas produzidas com o
biomaterial desenvolvido, Bioprotect-PIn, sdo térmica- e mecanicamente estdveis e
biocompativeis, além de serem capazes de imunoproteger e de preservarem os niveis de
secrecao de insulina de ilhotas pancreaticas humanas in vitro, em relacdo ao controle
encapsulado com Bioprotect. Quando encapsuladas com Bioprotect-PIn, as ilhotas
pancreaticas de rato apresentaram modulacdo génica, sugerindo protecdo contra apoptose.
A polilaminina é capaz de modular e atenuar respostas inflamatérias em camundongos. De
fato, quando capsulas vazias de Bioprotect-PIn sdo implantadas em camundongos, ocorre
menor isolamento do enxerto devido a crescimento pericapsular, menor infiltracdo de
células na cavidade peritoneal e menor producdo de citocinas pré-inflamatdrias, tanto no
sitio de implante quanto sistemicamente. Os resultados obtidos indicam que a presenca de
polilaminina na malha capsular induz uma resposta anti-inflamatéria, que pode beneficiar a
manutencdo do enxerto, diminuindo a apoptose das células encapsuladas e preservando a
funcionalidade das ilhotas pancredticas, de forma a diminuir a perda de massa do enxerto e,
com isso, diminuir a massa de ilhotas pancredticas necessdrias para manter a normoglicemia

ou ainda, induzir uma resposta metabdlica melhor e prolongada.
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4. Conclusoes gerais

A oferta limitada de pancreas de doadores falecidos e a necessidade de
imunossupressao cronica dos receptores sao fatores que limitam a aplicabilidade do
transplante de ilhotas pancreaticas em pacientes de DM1. O uso de imunossupressores esta
relacionado a diversos efeitos colaterais, inclusive a perda de funcionalidade do enxerto.
Alternativas que dispensem o uso de imunossupressores em associagdo ao transplante de
ilhotas pancreaticas eliminam o risco de imunossupressdao cronica e permitem que o
transplante também seja indicado para pacientes jovens (menores de 18 anos de idade) e
aqueles com DM1 mais estavel.

Neste trabalho, um biomaterial inovador foi desenvolvido contendo um polimero de
laminina (polilaminina, PLn). A produgdo de microcdpsulas biocompativeis e estaveis com
um componente de membrana extracelular visa preservar a funcionalidade das células
microencapsuladas devido ao menor nivel de processo inflamatério e estabelecer um
ambiente imunoprotegido para o encapsulamento de ilhotas pancredticas e células
produtoras de insulina, eliminando a necessidade de imunossupressdo associada ao
transplante de IPCs. Os resultados obtidos indicam que a presencga de polilaminina na malha
das capsulas de Bioprotect-PLn induz uma resposta anti-inflamatdria que pode beneficiar a
manutencdao do enxerto, diminuindo a apoptose das células encapsuladas, preservando a
funcionalidade das ilhotas pancredticas e podendo contribuir para diminuir a perda de
massa do enxerto devido a resposta inflamatéria associada ao procedimento de implante.
Com isso, acreditamos que serd possivel induzir uma resposta metabdlica prolongada ou,
ainda, diminuir a massa de ilhotas pancredticas necessarias para manter a normoglicemia.
Os efeitos bioldgicos atribuidos a laminina dependem da formacdo de uma estrutura

supramolecular adequada, o polimero utilizado neste trabalho é organizado em uma
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estrutura planar-poligonal, similar a estrutura encontrada em matrizes de laminina
associadas a corpos embridides, o que também torna esse polimero atraente para o
encapsulamento de células obtidas a partir da diferenciacdo de células-tronco embriondrias.

Quando a questdo da tolerancia imune for contornada e a terapia de reposicao for
estendida a um nimero maior de pacientes, havera um aumento dramdatico na demanda por
IPCs. Dessa forma, sera fundamental identificar fontes ilimitadas e financeiramente viaveis
de IPCs, como as IPCs derivadas de células-tronco. Neste trabalho, o mecanismo molecular
que dirige o processo de diferenciacdo de mESCs em IPCs foi analisado visando aprimorar o
processo de diferenciacdo. Linhagens de mESCs geneticamente modificadas nos permitiram
verificar que a inibicdo de Txnip na diferenciacdo B-pancredtica pode induzir IPCs com maior
expressao de marcadores de células-f e que sdo mais responsivas ao estimulo de glicose.
Além disso, o modelo de zebrafish nos permitiu elucidar in vivo o papel de Txnip durante a
organogénese pancreatica, revelando que a inibicdo de Txnip é capaz de aumentar a massa
de células-B durante o desenvolvimento pancreatico através do estimulo de células
presentes no ducto extra-pancredtico. Ao estabelecer conhecimentos acerca dos
mecanismos moleculares que dirigem a organogénese pancredtica e a diferenciacdo PB-
pancreatica, o presente trabalho contribui para a identificacdo de fontes virtualmente
ilimitadas e financeiramente viaveis de IPCs.

O DM é uma desordem metabdlica que ird afetar 629 milhdes de pessoas em 2045, das
quais, 10% tera DM1. Além de representar um grande encargo financeiro sobre os individuos
e suas familias, devido ao custo da insulina e outros medicamentos essenciais, o DM1
também tem um grande impacto econdmico sobre o Sistema de Saude e a economia
nacional. Lidar com esta epidemia global é uma tarefa monumental que exigird um

conhecimento crescente da doenca e o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais
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eficazes. Atualmente, o transplante de ilhotas pancreaticas é visto como a terapia celular
mais promissora para atingir independéncia de insulina em pacientes de DM1. Porém, a
aplicabilidade desse transplante ainda é limitada. Este trabalho contribuiu para elucidar os
mecanismos moleculares que podem aprimorar o processo de diferenciacdo de PSCs em
IPCs, estabelecendo uma fonte alternativa de células para a terapia de reposicdo, e,
também, estabeleceu um biomaterial inovador que diminui a resposta inflamatdria ao
implante das microcapsulas, sendo capaz de imunoproteger células microencapsuladas.
Desta forma, este trabalho contribui para o estabelecimento da terapia de reposicao celular

para pacientes de DM1.
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