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INTRODUGAO E REFERENCIAL TEORICO

células B pancredticas sdo atacadas e destruidas pelo préoprio

organismo. Ainsuling, apesar de estender o prazo de vida, mui-
tas vezes ndo é suficiente para prevenir complicacdes a longo prazo,
como: degeneracao vascular, cegueira e faléncia renal (GRUESSNER;
GRUESSNER, 2016).

Recentemente, terapias com células-tronco mesenquimais (CTM)
vém sendo exploradas em estudos clinicos e experimentais no trata-
mento de doencas como injurias isquémicas, infarto do miocardio,
regeneracao 6ssea, desordens imunes (doenca de Crohn, esclerose
multipla, lGpus, artrite) entre outras. As células tronco mesenquimais
do tecido

adiposo (CTA) apresentam um promissor potencial terapéutico
devido 3 sua capacidade de diferenciacdo e secrecao de uma ampla
variedade de citocinas imunomodulatérias. Inicialmente, a regene-
racdo tecidual observada apés o transplante de CTM era atribuida,
principalmente, a diferenciacdo dessas células, porém, estudos recen-
tes indicam que o secretoma dessas células desempenha também
um papelimportante na melhora dos sintomas de doencas (SEVIVAS;
TEIXEIRA; PORTUGAL; ARAUJO etal.,, 2017). Terapias com células tem
algumas limitacoes, pois hd necessidade de expansao in vitro para a
obtencdo de uma quantidade celular adequada, o que pode causar
instabilidade gendmica e senescéncia das células, além da possibili-
dade de ocorrer transformacao maligna in situ e rejeicdo imunoldgica
(BAGLIO; PEGTEL; BALDINI, 2012). Uma alternativa seria a utilizacdo
do secretoma das células em vez das células-tronco em si, visto que
a secrecao produzida pelas células é responsdvel pela maioria dos
efeitos benéficos observados.

Um dos métodos estudados para estimular a secrecao de fato-
res imunomodulatérios nas células-tronco é o sistema de cultura
tridimensional (3D). Esse tipo de cultura aumentaria a secrecao de
citocinas anti-inflamatérias em comparacdo com culturas em mono-
camada (2D) (MADRIGAL; RAO; RIORDAN, 2014). Portanto, este
estudo se propds a caracterizar o efeito do secretoma das CTA em
diferentes condicoes de cultura (2D e 3D) em modelo experimental
de DT1 induzida por estreptozotocina. Foi investigada a capacidade
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imunorregulatéria dessas células através da analise de citocinas anti-
e pré-inflamatérias presentes no secretoma, além do efeito /in vivo
da terapia com o meio condicionado sobre as células do pancreas.
Com isso, visamos contribuir para o esclarecimento sobre o potencial
terapéutico das CTA e do seu secretoma em modelo experimental de
DT1.

METODOLOGIA (OU MATERIAIS E METODOS)

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica para
o Cuidado e Uso de Animais Experimentais (CEUA) do Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes da Universidade do Estado do Rio
de Janeiro (IBRAG/UERJ) conforme certificado n® CEUA/028/2017.

Para o isolamento das CTA, camundongos Swiss machos (média
de 35 g) de 2 meses foram eutanasiados com uso de CO2 em con-
dicoes controladas. O tecido adiposo subcutaneo total foi digerido
por acdo mecanica e enzimatica. A fracdo vascular estromal obtida
apos centrifugacao, foi colocada em garrafas de cultura para cresci-
mento e subcultivo (DIAS; SALVIANO; MENCALHA; DE CARVALHO et
al,, 2018). Na terceira passagem, as CTA foram transferidas para pla-
cas de 96 pocos com fundo redondo e previamente revestidas com
agarose a 1%. Diferentes densidades de plagueamento foram feitas
(2,5 ou 5,0x104 células) a fim de verificar qual seria o melhor tama-
nho a ser utilizado. As culturas foram mantidas com DMEM + 10% de
soro fetal bovino e antibiéticos. No 6° dia de cultivo, foi adicionado
200 uL de DMEM sem soro. Para investigar o melhor tempo de con-
dicionamento, o secretoma foi coletado apds 24 e 48 horas da troca
do meio. Para obtencdo de secretoma 2D, CTA foram transferidas
para placas de 6 pocos em uma densidade de 3,0x105 células. No
dia seqguinte, foi adicionado 2,4 mL de DMEM. Apds 24 ou 48 horas
0 secretoma seguiu para as andlises posteriores. A morfologia das
células foi analisada por fotografias em microscépio com camera
digital acoplada e o volume dos esferoides foi aferido utilizando sof-
tware Spheroid Sizer. A viabilidade celular das culturas 2D e 3D foi
verificada por citometria de fluxo, utilizando um kit de viabilidade
celular (Anexina V e 7AAD) para verificar apoptose e necrose.

A inducdo da diabetes tipo 1 foi realizada em camundongos
Swiss machos de 2 meses (média de 35 g) (FURMAN, 2015). Animais
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receberam uma injecdo intraperitoneal por dia de estreptozoto-
cina (40mg/kg) ou somente veiculo (animais controle) durante 4
dias consecutivos. Apds 28 dias da primeira injecao de estreptozo-
tocina, animais com glicemia >200mg/dL foram subdivididos nos
seguintes grupos: STZ (diabéticos), STZ+2D (diabéticos tratados com
secretoma 2D) e STZ+3D (diabéticos tratados com secretoma 3D).
Grupos STZ+2D e STZ+3D receberam duas injecoes intraperitoneais
(400 pL) de meio condicionado 2D e 3D, respectivamente, nos dias
28 e 29. A glicemia dos animais foi aferida semanalmente durante o
experimento. No dia 35, animais foram eutanasiados e os pancreas
coletados para andlise. Pancreas foram lisados para andlise do per-
fil de citocinas Th1/Th17 (IL-10, IL-17 A, TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-2 e IL-4)
por citometria de fluxo. Também foi feito processamento histolé-
gico para marcacao imunohistoquimica de insulina e PDX-1. Os niveis
de citocinas e quantificacdo imunohistoquimica do pancreas foram
analisados por One-Way ANOVA com pds-teste de Tukey. A glicemia
dos animais em jejum foi analisada por Two-way ANOVA com pés
teste de Tukey. As demais anélises foram determinadas pelo teste t
de Student’s ndo pareado. A diferenca estatistica significante entre
0s grupos foi determinada com valores de p<0,05. Todas as analises
foram feitas no software GraphPad Prism 6.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A morfologia das culturas 2D e 3D foi observada e a cultura 2D
mostrou-se com caracteristica tipica fibroblastoide de células-tronco
mesenquimais apos 24 ou 48 h de cultivo com meio condicionado. Na
cultura 3D, esferoides menores tinham mais homogeneidade den-
tro de seu tamanho como demonstrado por menor desvio padrao.
Esferoides com 2,5x104 células permaneceram menores do que
esferoides com 5,0x104 células durante os oito dias de cultivo. Com
o tempo, os esferoides tornaram-se mais compactos. O tamanho
dos esferoides manteve sua uniformidade nas duas concentracoes,
mostrando a reprodutibilidade dos experimentos. Na literatura,
existem diferentes resultados quanto a compactacdo dos esferoi-
des ao longo do tempo de cultivo. No estudo de 2010 por Bartosh,
esferoides cultivados pelo método de gota suspensa se compacta-
ram entre 48 e 96 h (BARTOSH; YLOSTALO; MOHAMMADIPOOR;
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BAZHANOV et al,, 2010), mas outro estudo mostrou que os esfe-
roides se tornaram maiores com o tempo de cultivo (LEE; HAN; LEE,
2016). Menores esferoides (com 2,5x104 células) cultivados sem
soro por 48 h tiveram maior porcentagem de células vidveis. Estudos
anteriores demonstram que a taxa de sobrevivéncia celular se cor-
relaciona negativamente com o tamanho do esferoide (MURPHY;
HUNG; BROWNE- BOURNE; ZHOU et al., 2017). Alguns estudos suge-
rem que esta baixa viabilidade celular em esferoides maiores seria
devido a um centro necrético (LANGAN; DODD; OWEN; PURCELL et
al., 2016). A respeito do tempo de cultivo, o esferoide cultivado por
48 h apresentou maior viabilidade, enquanto na cultura 2D obser-
vou-se uma maior sobrevivéncia celular em 24 h.

O secretoma da cultura 3D com 48 horas de condicionamento
e os niveis de IL- 6 e IL-2 estavam aumentados, enquanto niveis de
IL-4 estavam diminuidos comparados com a cultura 2D. Estudos mos-
traram que CTM cultivadas em 3D mostraram aumento da secrecdo
de IL-6, e isso seria um fator indutor de angiogénese e melhoraria
o potencial antifibrético (PARK; LEE; BYEON; JEONG et al, 2018).
Especificamente em relacdo a DT1, estudos demonstraram que esta
citocina nao é citotdxica para células beta e ainda mostra um efeito
protetor na linhagem de células beta e ilhotas de camundongos in
vivo. Porém, alguns dados sugerem que IL-6 produzida pelas células
beta poderia contribuir para a patogénese da doenca (KRISTIANSEN;
MANDRUP-POULSEN, 2005). A IL-2 tem sido avaliada como uma pos-
sivel alternativa terapéutica para DT1. Ela age em células T efetoras
e células T-reg que apresentam receptores de baixa e alta afinidade a
citocina, respectivamente. As células T-reg necessitam dessa citocina
para seu desenvolvimento e funcdo imunorregulatéria, porisso a IL-

2 poderia auxiliar contra o ataque autoimune das células beta.
Porém, IL-2 em baixa concentracdo poderia ser prejudicial pois esti-
mularia as células T efetoras potenciando autoimunidade (HULME;
WASSERFALL; ATKINSON; BRUSKO, 2012). O secretoma da cultura
2D apresentou um aumento de IL-4. Estudos mostram que esta cito-
cina tem um perfil protetor na patogénes da DT1 através de uma
potencializacdo de células Th2 (LI; SHI; LIU; SHAO et al, 2019). As
demais citocinas (IL-10, IL-17 A, TNF-q, IFN-y) ndo apresentaram dife-
renca estatistica entre os grupos.
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A glicemia dos animais do grupo STZ +2D foi menor do que a dos
animais do grupo STZ+3D uma semana apds a aplicacdo das injecoes
(dia 35). Apesar desse resultado, ndo houve diferenca significativa
da producao de insulina entre o grupo diabético e os grupos trata-
dos com secretoma. Ao analisar a quantidade de PDX-1, houve uma
maior expressao dessa molécula nos grupos tratados com secretoma
da cultura 2D. Essa molécula age como um fator de transcricao que
modula a regeneracdo e maturacao de células beta pancredticas. Ela
se liga ao dominio TATA Box do gene da GLUT-2 (que transporta gli-
cose para dentro da célula), participando assim de sua transcricdo . A
diminuicao da glicemia no grupo STZ+2D pode estar relacionada ao
aumento de PDX-1 no pancreas, uma vez que o transportador GLUT-2
seria um dos genes alvo que sdo ativados pelo PDX-1, e consequen-
temente diminuiria os niveis de glicose. A ndo restauracdo dos niveis
de insulina no grupo STZ+2D poderia ser explicada por um estdgio
inicial de diferenciacdo de células beta no qual elas ndo seriam madu-
ras o suficiente para produzir insulina em niveis detectdveis (DIAS;
PINHEIRO; RIBEIRO SILVA; STUMBO et al., 2021).

CONSIDERACOES FINAIS

Em resumo, os dados deste projeto demonstram que o secre-
toma obtido pelo método de cultivo 3D nao diminuiu a glicemia de
animais diabéticos. Por outro lado, apds uma semana de injecoes do
secretoma obtido pelo método de cultivo 2D, a glicemia dos animais
diabéticos diminuiu e o pancreas apresentou maior expressao do
fator de transcricdo PDX-1,sugerindo uma regeneracao pancredtica.
Portanto, essa pesquisa abre novos caminhos na busca de alter-
nativas para o tratamento de DT1 e traz perspectivas em estudos
translacionais, embora mais estudos precisem ser feitos para explo-
rar os mecanismos moleculares de acao desta regeneracao.

Palavras-chave: Secretoma, Cultura 3D, Células-tronco,
Diabetes tipo 1.
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