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RESUMO  

O diabetes melito tipo 1 (DM1) resulta da imunomediada destruição das células beta 

pancreáticas. Dentre as terapias experimentais vigentes, destaca-se o uso de células 

estromais mesenquimais (MSCs) transdiferenciadas em células produtoras de insulina 

(CPIs). Embora existam vários protocolos experimentais de diferenciação em CPIs, sua 

complexidade, baixa taxa de eficiência e funcionalidade exigem maiores estudos e 

alterações estratégicas. Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial 

terapêutico das MSCs oriundas de tecido adiposo epididimal diferenciadas em CPIs na 

reversão do DM1 e neuroproteção em ratos Wistar Kyoto (WKY). A primeira fase deste 

estudo (in vitro) constituiu-se em caracterizar as células estromais mesenquimais adipo-

derivadas (ADSCs) e submetê-las a três diferentes protocolos de diferenciação em CPIs. 

As células expostas ao meio de cultura enriquecido com nicotinamida/exendin-4/activina 

A apresentaram o melhor perfil secretório, com características endócrinas de CPIs. Na 

segunda fase in vivo, para avaliação da funcionalidade das CPIs em animais diabéticos 

induzindos por estreptozotocina, as células foram implantadas em dois sítios distintos: 

subcapsular renal (SR) e subcutâneo (SC). Após duas semanas de implantação das 

células, em ambos sítios anatômicos, foi observada uma diminuição da hiperglicemia. 

Ainda, as células implantadas no sítio SC melhoraram o desempenho cognitivo e a 

reatividade astroglial hipocampal. Adicionalmente, usando células GFP+, podemos 

observar a permanência das células implantadas nos diferentes sítios, além da migração 

para o pâncreas e hipocampo. O desenvolvimento de uma população ainda heterogênea, 

composta de CPIs, mas também de ADSCs indiferenciadas, poderia ajudar a explicar a 

redução periférica dos AGEs (por depuração autofágica) e a recuperação do 

comprometimento cognitivo (por imunomodulação no hipocampo). Juntos, esses dados 

reforçam a importância das CPIs nas estratégias neuroprotetoras, bem como apontam a 

importância da via de implante no tratamento do DM1. Paralelamente, estudamos, além 

da capacidade de transdiferenciação e potencial neuroprotetor, a diferenciação 

adipogênica ortodoxa das ADSCs se apresentando como ferramenta importante no estudo 

da expressão, da secreção e da propriedade do tipo adipocina da S100B. 

 

 

 



ABSTRACT  

Type 1 diabetes mellitus (DM1) is an autoimmune disease characterized by the 

destruction of insulin-producing pancreatic β cells. Among the current experimental 

therapies, we highlight the use of transdifferentiated mesenchymal stromal cells (MSCs) 

into insulin-producing cells (IPCs). Despite the fact that there are several differentiation 

protocols in IPCs, there is still a need for further study and modification of induction 

strategies due to long, complex protocols with low efficiency and functionality rates. 

Thus, the present study aims to evaluate the therapeutic potential of differentiated adipose 

mesenchymal stromal cells in IPCs in the reversal of DM1 in Wistar Kyoto rats in DM1. 

The first phase of this study (in vitro) was to characterize adipose-derived stromal cells 

(ADSCs) and to evaluate the best protocol for their differentiation in IPCs. For this, 

ADSCs isolated from epididymal adipose tissue of Wistar-Kyoto rats were submitted to 

three different differentiation protocols. The secretory profile was analyzed and the IPCs 

differentiated in the presence of nicotinamide / exendin-4 / activin A showed the best 

secretory profile. The second phase was to assess the functionality of the IPCs in vivo. 

The cells were implanted in two distinct sites: Subcapsular renal (SR) and Subcutaneous 

(SC). Finally, we observed that the implantation of IPCs caused a decrease in 

hyperglycemia after two weeks of implantation in DM1 rats at both implantation regions. 

The cells implanted in SC improved cognitive impairment (assessed by object 

recognition) and hippocampal astroglial reactivity (assessed by S100B and GFAP). Using 

GFP + cell implants, we could observe survival at implant sites, but also cell migration 

to the pancreas and hippocampus. The presence of undifferentiated ADSCs in our 

preparation of IPCs could help explain peripheral reduction of AGEs (by autophagic 

clearance) and recovery of cognitive impairment (by hippocampal immunomodulation). 

Together, these data reinforce the importance of IPCs in neuroprotective strategies, as 

well as the logistical importance of the subcutaneous route for its administration in the 

treatment of DM1. In addition to the neuroprotective potential of ADSCs, they are useful 

for differentiation into adipocytes and study of S100B expression and secretion, which is 

being characterized as a new adipokine. 



LISTA DE ABREVIATURAS 

ADSCs Células estromais derivadas de tecido adiposo 

A-FABP Proteínas de ligação a ácidos graxos 

AGEs Produtos finais de glicação avançada 

AKT Proteína cinase B 

AMPc, Adenosina 3,5-monofosfato cíclica 

Beta 2 Transativador 2 de células beta 

BM-HSCs Células tronco hematopoéticas derivadas da medula óssea 

CPIs Células produtoras de insulina 
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DA  Doença de Alzheimer 

DM  Diabetes Mellitus 

DM1 Diabetes Mellitus tipo 1 

DPSCs  Células estromais mesenquimais derivadas de polpa dentária  

DTZ  Ditizona 

ERKs Cinase regulada por sinal extracelular 

EROs Espécies reativas de oxiênio 

ESCs Células tronco embrionárias 
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GLP-1 Peptídeo semelhante ao glucagon 1 

GLUT Transportador de glicose 

IMC  Índice de massa corporal 
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JNK Cinase c-Jun N-terminal 



LY294002 Inibidor da PI3K 
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MO  Medula óssea 

MSCs Células estromais mesenquimais adultas 

p38  Cinase N -terminal 

PARP poli-ADP-ribose polimerase 

PDX-1 homeobox 1 pancreático e duodenal 

PI3K Fosfatidilinositol-3-cinase 

PKA Proteína cinase dependente de AMPc 

RAGE Receptor de produtos finais de glicação avançada 

RO  Teste de reconhecimento de objetos 

RSV Resveratrol 

SB2003580 Inibidor da p38 

SC  Espaço subcutâneo 

SNC Sistema Nervoso Central 

SOCS3 Supressor da sinalização de citocinas 3 

SR  Espaço subcapsular renal 

STAT-3 Transdutor de sinal e ativador de transcrição 3 

STZ Estreptozotocina 

TLR-2        Receptor Toll-like tipo 2 

TNF-α        Fator de necrose tumoral alfa 

WJ-MSCs Células estromais mesenquimais Wharton’s Jelly 

 

  



APRESENTAÇÃO 

Esta tese está apresentada em seções organizadas da seguinte maneira: 

Introdução, Resultados (Capítulo I, Capítulo II, Capítulo III), Discussão, Conclusões, 

Perspectivas e Referências Bibliográficas. 

Na Introdução, são apresentados os temas estudados, a fundamentação teórica que 

nos levou ao desenvolvimento deste trabalho e os focos de estudo, descritos no item 

Objetivos. 

A seção de Resultados está dividida em três capítulos, de acordo com os diferentes 

focos de estudo. Em cada capítulo estão descritos os materiais e métodos utilizados 

bem como os resultados obtidos, sendo o primeiro capítulo o artigo científico 

publicado. 

Capítulo I: Short-term protocols to obtain insulin-producing cells from rat adipose 

tissue: signaling pathways and in vivo effect; Este capítulo refere-se aos objetivos 1 a 

4. 

Capítulo II: Insulin-Producing cells from Adipose-derived mesenchymal stromal 

cells: Protection against cognitive impairment in diabetic rats depends on implant site; 

Este capítulo refere-se aos objetivos 5 e 6. 

Capítulo III: Estudo da expressão e secreção da S100B em adipócitos derivados de 

ADSC: dados preliminares. Este capítulo refere-se ao objetivo 7. 

A Discussão contém a argumentação bibliograficamente embasada da 

interpretação e da importância dos resultados obtidos nos três capítulos. A seção 

Conclusões aborda as hipóteses concluídas na tese. Nas Perspectivas, estão elucidados 

os próximos passos para que o capítulo III seja complementado e publicado na forma 

de artigo científico, bem como as novas abordagens suscitadas pela tese que podem 



ser investigadas a fim de colaborar com capítulo II e a linha de estudo. A seção 

Referências Bibliográficas lista elementos bibliográficos utilizado na redação da tese. 
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1  INTRODUÇÃO 

 DIABETES MELLITUS TIPO 1 

O diabetes mellitus (DM) afeta em torno de 36 milhões de pessoas de todas as 

idades de acordo com a Federação Internacional de Diabetes, sendo o diabetes tipo 1 

(DM1) responsável por 10% do total da população diabética (“International Diabetes 

Federation - Type 1 diabetes,” n.d.). Caracterizada por ser uma doença multifatorial 

dependente da complexa interação entre fatores genéticos predisponentes, resposta 

imunológica e influência do meio-ambiente, o DM1 é uma doença autoimune crônica em 

que as células T CD4 + e CD8 + se infiltram nas ilhotas de Langerhans, resultando na 

destruição das células-β pancreáticas (van Belle et al., 2011) e consequentemente na perda 

da produção e secreção de insulina (Chhabra and Brayman, 2013a).  

Considerada uma das doenças crônicas mais comuns entre crianças e adultos 

jovens, o DM1 pode se desenvolver em qualquer faixa etária, sendo mais frequente antes 

dos 20 anos de idade. O entendimento dos aspectos envolvidos no desenvolvimento desta 

patologia constitui a base para a detecção e prevenção do DM1 e, ao contrário do que se 

admitia previamente, a evolução da doença não é aguda e sim um processo de auto-

agressão lenta que provavelmente ocorre durante anos numa fase pré-clínica. No período 

de manifestação da doença, com a presença de hiperglicemia e cetose, as células 

secretoras de insulina já estão em número muito reduzido ou praticamente ausentes 

(Balda and Pacheco-Silva, 1999). 

O efeito comum do DM1 é a hiperglicemia, a qual pode induzir diversas 

alterações, tais como a auto-oxidação da glicose, a geração de produtos finais de glicação 

avançada (AGEs), o desequilíbrio entre a geração de radicais livres e defesas 

antioxidantes, distúrbios vasculares, inflamação, além de alterações na homeostase do 
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cálcio e o aumento da peroxidação lipídica (Beauquis et al., 2010; Gispen and Biessels, 

2000a; Parvizi et al., 2014). A hiperglicemia leva a complicações macro e 

microvasculares. As complicações macrovasculares incluem obstruções dos vasos, como 

doenças das artérias coronárias, aterosclerose e doenças vasculares periféricas. Enquanto 

que as microvasculares incluem retinopatia, nefropatia e neuropatia, levando à cegueira, 

insuficiência renal e até amputações (Chilelli et al., 2013).  

Experimentalmente, o agente de indução de DM1 mais empregado em modelos 

animais é a estreptozotocina (STZ), uma nitrosamida metilnitrosureia ligada a uma D-

glicose, isolada a partir da bactéria Streptomycetes achromogenes, que entra 

seletivamente na célula β através do transportador de glicose GLUT2 (Karunanayake et 

al., 1976; Tjälve et al., 1976), destruindo permanentemente as células pancreáticas 

produtoras de insulina, originando assim, um quadro de diabetes (Baydas et al., 2003). O 

mecanismo de ação consiste na captação de STZ pelas células β, gerando N-nitrosureido 

o qual causa a fragmentação do DNA celular, seguida da ativação de uma enzima de 

reparo, a poli-ADP-ribose-polimerase (PARP), consumindo NAD+ e promovendo a 

formação de radicais livre causando a morte celular (Szkudelski, 2001; Uchigata et al., 

1982). Em fases posteriores, o diabetes induzido por STZ em ratos, na dose em que é 

administrada (50-100mg/Kg), pode ocasionar perda de peso significativa, possivelmente 

como resultado dos efeitos catabólicos da deficiência de insulina e hiperglicemia grave, 

bem como a depleção de volume corporal associada à diurese osmótica (Kitada et al., 

2016). 

1.2. ALTERAÇÕES CENTRAIS NO DIABETES TIPO 1 

A mortalidade e a morbidade do DM são determinadas por diversas complicações 

como vasculopatia, retinopatia, nefropatia, e neuropatia periférica (Rathmann and Giani, 
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2004). Recentemente, muitos estudos têm indicado que o DM também possui implicações 

no sistema nervoso central (SNC), designadas respectivamente por um tipo de 

encefalopatia diabética que é uma complicação do DM caracterizado por déficit cognitivo 

leve e neuropatologia (Bauduceau et al., 2010; Morsi et al., 2018; Zhou et al., 2013). 

Encefalopatia diabética apresenta diversos sintomas, os quais podem ser descritos como 

características de envelhecimento do cérebro, incluindo a atrofia, a acumulação de 

espécies reativas de oxigénio (EROs), vasculopatia cerebral e comprometimento da 

cognição (Baquer et al., 2009). A observação clínica tem demonstrado que a atrofia do 

cérebro é mais notável em pacientes diabéticos do que em pacientes controles (Ho et al., 

2011). 

No DM, a hiperglicemia é uma das principais causas da disfunção endotelial e 

precursora de complicações microvasculares (Kade and Rocha, 2013) que podem 

contribuir a déficits funcionais e cognitivos em regiões cerebrais específicas, como, por 

exemplo, o hipocampo (Gandhi et al., 2010). A glicotoxicidade resultante da 

hiperglicemia está entre as principais causas das complicações do DM1 (Wu and Yan, 

2015).  

O DM1 está associado a vários efeitos adversos no SNC, incluindo alterações no 

metabolismo energético cerebral, aumento dos níveis de cálcio livre, bem como aumentos 

mediados pela glicose no estresse oxidativo e na inflamação, possivelmente mediados 

pelos AGEs (Amin et al., 2013; Lebed et al., 2008). Estudos neuroanatômicos mostraram 

que modelos animais para diabetes e para demência compartilham neuropatia semelhante 

no hipocampo, incluindo neurogênese adulta suprimida no giro dentado do hipocampo 

(DG) e atrofia dendrítica e comprometimento cognitivo (Kandimalla et al., 2018; Mufson 
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et al., 2015). Além disso, o DM1 está associado a um risco aumentado de doença de 

Alzheimer (DA) e outras demências (Jolivalt et al., 2010). 

Dados experimentais sugerem que a deficiência na aprendizagem está associada 

com as alterações na plasticidade sináptica no hipocampo em modelo animal induzido 

por STZ (Zhang et al., 2008). O trabalho desenvolvido por Wang e colaboradores 

observou que os animais com diabetes induzido por STZ apresentavam o metabolismo 

alterado, incluindo hiperglicemia e hiperlipidemia seguinte a uma deficiência de insulina, 

além de atrofia hipocampal e neurodegeneração, com um prejuízo cognitivo e deposição 

de β-amilóide (Wang et al., 2014). Além disso, níveis de xantina oxidase e óxido nítrico 

no hipocampo, córtex, cerebelo, tronco cerebral e na medula espinhal aumentaram 

significativamente nos ratos diabéticos induzidos por STZ, sugerindo notável geração de 

EROs no SNC (Calabrese et al., 2012).  

Willem Hendrik Gispen e Geert-Jan Biessels sugeriram que a hiperglicemia está 

associada com a disfunção cognitiva leve em populações com o DM tipo 1 ou tipo 2 

(Gispen and Biessels, 2000b). Outro estudo sugeriu que a insulina está envolvida na 

patogênese do declínio da memória e da encefalopatia diabética (Cholerton et al., 2011), 

podendo atuar como um neuromodulador que regula a liberação e recaptação dos 

neurotransmissores e, provavelmente, afeta o aprendizado e a memória (Watson et al., 

2006). 

Ainda, estudos revelaram que prejuízos na utilização da glicose cerebral e do 

metabolismo de energia representam alterações precoces que precedem ou acompanham 

os estágios iniciais do comprometimento cognitivo (Cunnane et al., 2011). A deficiência 

na utilização de glicose cerebral e diminuição de sinalização da insulina são 

características comuns entre o DM e a doença de Alzheimer (DA) (Götz et al., 2009). 
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O DM1, além de promover dano neurovascular, aumentar a permeabilidade da 

barreira hematoencefálica, é capaz de afetar o número e a morfologia das células 

astrocitárias (Parpura et al., 2012).  Os astrócitos são as células mais abundantes do SNC, 

com funções que vão desde fornecer nutrientes, regular a função metabólica neuronal e 

atuar na homeostase do SNC até controlar a formação e a manutenção de sinapses e 

circuitos neuronais (Liu et al., 2017; Parpura et al., 2012). Ainda, se tornam reativos em 

resposta a numerosas lesões no SNC, modificando a morfologia celular e a expressão de 

marcadores específicos (Pekny and Pekna, 2014).  

A proteína glial fibrilar ácida (GFAP) e a proteína S100B são marcadores 

astrocíticos de atividade e lesão cerebral em várias doenças neuropsiquiátricas 

(Gonçalves et al., 2008). A S100B intracelular interage com várias proteínas alvo (por 

exemplo, GFAP (Ziegler et al., 1998)), modulando a atividade astroglial enquanto que a 

S100B extracelular atua em receptores para AGEs (Nathan et al., 2008), podendo atuar 

como uma neurotrofina ou citocina inflamatória dependendo da situação e contexto 

(Donato et al., 2009; Kleindienst et al., 2007).  No DM1, a redução na expressão de GFAP 

em astrócitos está associada à secreção lábil de insulina e aumento da proteína S100B 

(Coleman et al., 2010). 

1.3. TERAPIAS PARA O DIABETES TIPO 1 

O DM1 afeta drasticamente a saúde, o bem-estar e a qualidade de vida, uma vez 

que pacientes diagnosticados com diabetes são três vezes mais suscetíveis a 

hospitalização devido a complicações a longo prazo (Rossing et al., 1998). Além disso, 

apesar de os tratamentos clássicos melhorarem drasticamente a hiperglicemia, a vida útil 

de jovens com DM1 diminui de 1 a 13 anos em comparação com a população, indicando 

que o desenvolvimento de novas terapias para pacientes com DM1 é realmente urgente 
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(Livingstone et al., 2015).  

A administração de insulina exógena através de injeções diárias ou bombas 

computadorizadas continuam sendo o tratamento mais proeminente oferecido aos 

pacientes com DM1. A administração exógena de insulina aumenta significativamente a 

expectativa de vida e ajuda a normalizar a glicose sanguínea, mas a falta de resposta 

fisiológica leva a episódios de hiperglicemia. Contudo, além de não ser uma terapia de 

cura, a insulinoterapia subcutânea pode ocasionar lipodistrofia, além de expor os 

pacientes a episódios de hipoglicemia, um dos piores efeitos colaterais desse tratamento 

(Aye and Atkin, 2014). 

Dentre as estratégias de tratamento definitivo, corrigindo a insulino dependência 

para o DM1, podemos citar o transplante de pâncreas, o transplante de ilhotas pancreáticas 

e, mais recentemente, o bloqueio da autoimunidade e a terapia celular baseada na 

utilização de células-tronco (Aghazadeh and Nostro, 2017).  

O transplante total de pâncreas e de ilhotas podem ser eficazes como tratamento 

para DM1, no entanto, eles são limitados pela escassez de doadores e pela 

imunossupressão ao longo da vida. Devido aos riscos associados ao regime 

imunossupressor, esses tipos de tratamentos são recomendados apenas para pacientes que 

apresentam episódios frequentes de hipoglicemia e/ou insuficiência renal secundária ao 

DM1. Portanto, o transplante de pâncreas é recomendado quando associado ao transplante 

renal, responsável por apenas 0,001% dos pacientes com DM1 (Gruessner and Gruessner, 

2016).  

O transplante de ilhotas foi introduzido inicialmente em 1989 por Warnock e 

Scharp e permaneceu ineficiente entre 1990 e 2000, onde, dos 267 receptores de 

transplantes de ilhotas, apenas 8,2% permaneceram independentes da insulina exógena 
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após 1 ano (Warnock et al., 1988). Alguns anos depois Shapiro et al. introduziu o 

“protocolo de Edmonton” que levou à independência da insulina 1 ano após o transplante 

das ilhotas (Shapiro et al., 2000). Desde então, a purificação de ilhotas e a preservação da 

massa celular foram significativamente melhorados. No entanto, grandes desafios ainda 

permanecem, como uma perda de ilhota de 60% instantaneamente após infusão e a perda 

adicional de ilhotas a longo prazo (Biarnés et al., 2002). 

Assim, a necessidade de suprimento ilimitado de um substituto para as células β 

levou a aumentar os esforços para introduzir outras fontes potenciais de tratamento para 

o DM1, tais como as células-tronco (CTs). Em 1963 Becker e colaboradores definiram 

que as CTs poderiam se diferenciar em vários tipos celulares em resposta a sinais 

apropriados e com capacidade de se regenerar. As CTs podem ser classificados como CTs 

embrionárias, CTs pluripotentes induzidas (iPSCs), CTs hematopoiéticas derivadas da 

medula óssea (BM-HSCs), células estromais mesenquimais adultas (MSCs) (Pittenger et 

al., 1999).  

As estratégias baseadas na utilização de MSCs representam um potencial 

terapêutico significativo, tanto pela capacidade regenerativa intrínseca como pelas 

propriedades imunomoduladoras que são aproveitadas para impedir a destruição das 

células β, preservando a massa residual e facilitando a regeneração tecidual no DM1 

(Chhabra and Brayman, 2013). O principal objetivo da terapia celular no DM1 é obter 

controle glicêmico estável, ausência de episódios hipoglicêmicos graves, melhorando 

assim a qualidade de vida e complicações diabéticas de longo prazo. A independência da 

utilização de insulina, embora desejável, não é necessariamente o objetivo primário da 

terapia celular, embora uma redução significativa na necessidade de insulina e a 
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restauração da secreção do peptídeo C sejam desejáveis (Thakkar et al., 2017).  

1.4. CÉLULAS ESTROMAIS MESENQUIMAIS 

As células estromais mesenquimais (MSCs) são consideradas células-tronco 

somáticas e estão presentes em regiões perivasculares de todos os tecidos adultos,  

incluindo a medula óssea (MO), o tecido adiposo, o periósteo, o tecido muscular e os 

órgãos parenquimatosos (da Silva Meirelles et al., 2008; Mambelli et al., 2009). As MSCs 

caracterizam-se por serem uma população de células multipotentes capazes de se 

diferenciar de forma limitada em células especializadas necessárias num processo de 

reparação, como osteoblastos, condroblastos, adipócitos, hepatócitos, neurônios, dentre 

outras (Pittenger et al., 1999). Tais características de plasticidade sugerem que esse tipo 

celular é o responsável pelo turnover e pela manutenção de todos os tecidos do organismo 

(Caplan, 2009). Vale ressaltar que as MSCs não são uma população pura de células-

tronco. Os critérios da Sociedade Internacional para Terapia Celular realmente descrevem 

que as MSCs são uma mistura heterogênea e não-clonal de células-tronco multipotentes, 

células progenitoras e células diferenciadas. Este fato provocou uma mudança na 

nomenclatura de "células tronco mesenquimais" a "células estromais mesenquimais" para 

melhor refletir heterogeneidade, embora os termos ainda sejam usados de forma 

intercambiável (Squillaro et al., 2016; Viswanathan et al., 2019). 

As MSCs cultivadas in vitro possuem três propriedades biológicas que as 

qualificam para utilização em terapia celular: (a) amplo potencial de diferenciação; (b) 

secreção de fatores tróficos que favorecem a remodelação de tecidos; e (c) propriedades 

imunorreguladoras (Ma et al., 2014; Oliveira, 2017). Estas características fazem das 

MSCs ferramentas potenciais em muitas condições. Além disso, as MSCs exibem 
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morfologia fibroblastoide, adesão em substrato plástico, autorrenovação e diferenciam-se 

em diferentes linhagens mesodérmicas (Meirelles and Nardi, 2003; Pittenger et al., 1999). 

As MSCs expressam um grande número de moléculas bioativas como as 

moléculas de adesão, as proteínas de matriz extracelular, as citocinas e os receptores para 

fatores de crescimento, permitindo interações com demais células (Bobis et al., 2006). 

Essas moléculas atuam modulando a resposta inflamatória, a angiogênese e diferenciação 

das células envolvidas no processo de reparação tecidual. Além disso, as MSC secretam 

uma grande variedade de quimiocinas, além de expressar receptores para citocinas e 

fatores de crescimento (Caplan, 2009).  

Tais características que envolvem plasticidade, secreção de citocinas e fatores de 

crescimento com efeitos parácrinos ( Phinney and Prockop, 2007; Ma et al., 2014;), 

função imunorreguladora (Prockop and Oh, 2012; Oliveira, 2017) favorecem a 

regeneração de tecidos e sua aplicabilidade clínica. As MSCs são naturalmente liberadas 

na circulação quando os tecidos possuem alguma injúria, migram para o local da lesão e 

secretam moléculas para criar um microambiente e assim promover a regeneração, 

chamada de capacidade de “homing” (Caplan, 2009; Chapel et al., 2003; Ullah et al., 

2019). 

Seguindo as recomendações das revisões anteriores, tomamos o termo “homing” 

para abranger tanto o “homing sistêmico” quanto “não sistêmico” (Nitzsche et al., 2017). 

No “homing” não sistêmico, as MSCs são transplantadas localmente no tecido alvo e são 

então guiados para o local da lesão através de um gradiente de quimiocina. No “homing” 

sistêmico, as MSCs são administradas ou endogenamente recrutadas para a corrente 

sanguínea e, em seguida, devem passar por um processo de várias etapas para sair da 

circulação e migrar para o local da lesão. O processo de “homing” sistêmico pode ser 
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dividido em cinco etapas: (1) ancoragem, (2) ativação, (3) “arrest” (apoio), (4) 

transmigração ou diapedese, e (5) migração (Sackstein, 2005).  

Dentre as fontes de células estromais mesenquimais, se destacam as células 

derivadas de tecido adiposo. Em 2004, a Fat Applied Technology Society chegou a um 

consenso para adotar o termo células estromais derivadas de tecido adiposo,- do inglês 

ADSCs (Bunnell et al., 2008). O tecido adiposo é um tecido altamente complexo 

composto por adipócitos maduros (mais de 90%) e uma fração vascular estromal, que 

inclui fibroblastos, pré-adipócitos, células musculares lisas vasculares, células 

endoteliais, células imunes (monócitos/macrófagos, linfócitos) e as ADSCs (Yoshimura 

et al., 2009). 

Similarmente à medula óssea e outros tecidos, as MSCs do tecido adiposo têm 

capacidade de auto-renovação e um amplo potencial de diferenciação como adipogênica, 

condrogênica, osteogênica, miogênica, angiogênica, neurogênica e cardiomiogênica 

(Strem et al, 2005).  A taxa de sucesso de isolamento é de 100% e o rendimento do tecido 

adiposo é 40 vezes maior que a medula óssea (Kern et al, 2006).  Além da fácil obtenção, 

tais características tornam o tecido adiposo uma fonte rica de células-tronco.  

1.4.1.  POTENCIAL DE DIFERENCIAÇÃO DAS CÉLULAS ESTROMAIS 

MESENQUIMAIS EM CÉLULAS PRODUTORAS DE INSULINA (CPI) 

O processo através do qual células precursoras se diferenciam em outros tipos 

celulares, não relacionados ao seu tecido original, é chamado de transdiferenciação 

(Zhang et al., 2004). Estratégias para induzir esta transdiferenciação se assemelham às 

usadas nos protocolos baseados em células embrionárias. Contudo, a transdiferenciação 

em células β a partir de células-estromais mesenquimais é direcionada por determinantes 

ainda desconhecidos, que incluem interações célula-célula, sinais da matriz extracelular 
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e a presença de combinações de fatores de crescimento, hormônios, citocinas e nutrientes 

(Roche et al., 2003). Diversos estudos mostram que, em ambientes adequados, as MSCs 

são capazes de se diferenciar em células de tecido mesodermal, ectodermal e até mesmo 

células da linhagem endodérmica, incluindo as células produtoras de insulina.  

As MSCs expressam um conjunto de receptores de quimiocinas, que podem 

desempenhar um papel crítico na regeneração do pâncreas (Sordi et al., 2005). A 

administração sistêmica de MSCs aumentou o conjunto de células β e reverteu a 

hiperglicemia em camundongos diabéticos induzidos por estreptozotocina (Ezquer et al., 

2008). No entanto, não está claro se as MSCs podem se diferenciar diretamente em células 

β, ou se novas células β podem ser geradas a partir das células β pré-existentes, ao invés 

de MSCs. Os autores concluíram que MSCs apenas serviram como um mediador trófico 

para dar suporte à função das ilhotas de forma indireta, tais como a promoção da 

angiogênese (Dor et al., 2004). 

Embora os estudos in vivo não favoreçam as MSCs como uma fonte de células β, 

in vitro, muitas tentativas bem-sucedidas têm sido feitas para diferenciar as MSCs em 

células produtoras de insulina (CPIs). Atualmente, existem dois métodos comumente 

usados para induzir a diferenciação de MSCs em CPIs in vitro. Um deles é a introdução 

de fatores reguladores chave da transcrição, como estimuladores do genehomeobox 1 

pancreático e duodenal (PDX-1) e transativador 2 de células β (Beta2), por engenharia 

genética para modular a expressão gênica. A outra é fornecer indutores solúveis 

específicos ou compostos de moléculas pequenas em meio de cultura de células para 

iniciar e promover a diferenciação em CPIs (Karnieli et al., 2007a; Takemitsu et al., 

2013). A eficiência e a extensão da diferenciação de células-tronco são moduladas pelo 

programa genético interno e pelo microambiente externo. Devido ao acúmulo de 
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evidências sugerindo que o microambiente desempenha um papel importante na 

sobrevivência e na diferenciação de células-tronco, entender como criar um 

microambiente que imite os estágios de desenvolvimento pancreático e a diferenciação 

celular é fundamental para manipular com sucesso a diferenciação de MSCs em CPIs. No 

entanto, os protocolos atualmente disponíveis só podem induzir a diferenciação de 5 a 

10% dos MSCs em CPIs sob condições in vitro. Assim, a estratégia de indução existente 

precisa ser modificada e melhorada, especialmente porque a maioria dos estudos 

mencionados acima são baseados em modelos longos e com inúmeros indutores (Gabr et 

al., 2014; Xin et al., 2016a). 

Chen et al., em 2004, relataram a primeira  diferenciação in vitro de MSCs em 

células semelhantes às ilhotas pancreáticas  que, quando transplantadas, se mostraram 

funcionais no controle das concentrações de glicose sanguínea em ratos diabéticos 

(Karnieli et al., 2007b; Li et al., 2007). Desde então, há inúmeros protocolos modificados 

com diferentes agentes estimuladores para aumentar a eficácia da diferenciação em CPIs 

(Oh et al., 2004; Paz et al., 2011). Chandra et al., relataram a geração de CPIs derivadas 

do tecido adiposo. Essas células produziram numerosos grânulos secretores de insulina 

no citoplasma celular após 10 dias de cultura e, quando transplantados em ratos diabéticos 

induzidos por STZ, a normoglicemia foi restaurada dentro de 2 semanas. Chao et al., 

diferenciaram células estromais mesenquimais Wharton's jelly (WJ-MSC) com sucesso 

em CPIs in vitro e provou que apresentavam funções típicas de células β  (Chao et al., 

2008).  

Embora seja necessário aperfeiçoar os protocolos baseados em MSCs, além de 

investigar a capacidade de transdiferenciação de novas fontes celulares específicas para 

cada tecido, estas evidências sugerem que as MSCs são uma fonte potencial para futuras 
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terapias regenerativas. Além disso, a vantagem da utilização do tecido adiposo como 

fonte de MSCs é uma alternativa de terapia celular autóloga no tratamento do DM1. Como 

mencionado anteriormente, o DM1 é uma desordem metabólica que leva a mudanças 

funcionais e estruturais no SNC, aumentando em pelo menos duas vezes o risco de 

demência e disfunções cognitivas. Neste sentido, a hipótese deste trabalho foi produzir 

CPIs a partir de ADSCs usando protocolos de diferenciação de curto prazo in vitro, com 

um perfil eficaz de secreção de insulina. Além disso, investigar o possível efeito in vivo 

após um implante das CPIs tanto na região subcapsular renal quanto no tecido subcutâneo, 

afim de avaliar seus efeitos benéficos tanto em relação a recuperação metabólica quanto 

a neuroproteção hipocampal. Ainda, buscou-se paralelamente, estudar a diferenciação 

adipogênica e a expressão e secreção de S100B, esta que está sendo caracterizada como 

uma nova adipocina. 
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2  OBJETIVOS 

2.1. OBJETIVO GERAL 

Padronizar e avaliar o potencial neuroprotetor de células estromais mesenquimais 

diferenciadas em células produtoras de insulina sobre o dano hipocampal em ratos Wistar-

Kyoto diabéticos induzidos por estreptozotocina. 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Isolar e caracterizar células estromais mesenquimais derivadas de tecido adiposo 

epididimal de ratos (ADSCs); 

- Otimizar e avaliar protocolos de diferenciação de ADSCs em células produtoras de 

insulina (CPIs); 

- Avaliar as vias de sinalização envolvidas nos protocolos de diferenciação de ADSCs em 

CPIs; 

- Avaliar a recuperação metabólica de animais diabéticos após implante subcapsular renal 

ou subcutâneo de CPIs; 

- Avaliar a neuroproteção hipocampal de animais diabéticos após implante subcapsular 

renal ou subcutâneo de CPIs; 

- Avaliar a presença de células ADSCs obtidas de ratos transgênicos para proteína 

fluorescente verde em tecidos remotos, particularmente pâncreas e hipocampo;  

- Avaliar a diferenciação de ADSCs para adipócitos com a finalidade de estudar da 

expressão e secreção de S100B.  
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Introdução 

 

O tecido adiposo é uma das maiores áreas anatômicas do corpo humano e possui 

vários papéis fisiológicos, incluindo secreção hormonal e utilização de estoque lipídico 

(Ahmadian et al., 2010). Contudo, o tecido adiposo não é apenas um tecido de 

armazenamento de conteúdo lipídico, como se acreditava anteriormente (Kershaw and 

Flier, 2004). Embora os adipócitos sejam o principal tipo celular presente no tecido 

adiposo, sua população celular é bastante heterogênea, incluindo células estromais 

mesenquimais (MSCs) e células imunes.  

Altamente regulado pelo sistema nervoso central, o tecido adiposo responde a 

vários estímulos como hormônios (insulina e catecolaminas), além de fatores 

parácrinos/autócrinos (adenosina, prostaglandina e outros) (Viswanadha and Londos, 

2008). Dos adipócitos derivam algumas proteínas que assumem papel de mensageiras, 

atuando em receptores específicos em vários tipos celulares, incluindo células endoteliais, 

musculares e neurônios. Doenças como diabetes e distúrbios cardiovasculares, por 

exemplo, estão associadas à comunicação inadequada entre essas células e o tecido 

adiposo (Blüher, 2009; Kershaw and Flier, 2004). 

Dentre as proteínas presentes no tecido adiposo, destaca-se a S100B. Tal 

localização foi relatada pela primeira vez em 1983, por Michetti et al., monstrando que 

as concentrações de proteínas da família S-100 no tecido adiposo eram comparáveis às 

encontradas também no cérebro (Michetti et al., 1983). Ou seja, a proteína sérica S100B 

pode vir tanto das células da glia no SNC quanto de outras fontes como tecido adiposo 

(Gonçalves et al., 2010). 
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A S100B é uma proteína de ligação ao cálcio, localizada principalmente em 

astrócitos no SNC, capaz de atuar como fator neurotrófico ou como uma citocina 

inflamatória (Donato et al., 2009; Huttunen et al., 2000). Sabe-se, por exemplo, que os 

níveis de S100B aumentam durante doenças neurológicas e traumas (Kleindienst et al., 

2013; Rothermundt et al., 2003), porém a relação com S100B secretada pelo tecido 

adiposo com essas doenças ainda não está clara. Evidências adicionais sobre o papel da 

S100B como citocina derivada do tecido adiposo, ou também chamada de adipocina, vêm 

de dados que mostram que os níveis circulantes de S100B estão positivamente 

correlacionados com o índice de massa corporal em humanos (Gross et al., 2010; Steiner 

et al., 2010).  

A S100B pode participar da fisiopatologia da obesidade, atuando como um sinal 

extracelular, sendo o RAGE o seu principal ligante (Donato et al., 2009; Riuzzi et al., 

2019; Sorci et al., 2013) que está envolvido na fisiopatologia de várias doenças, incluindo 

a obesidade (Gaens et al., 2013; Zhang et al., 2017). Os níveis séricos de S100B 

mostraram se correlacionar com o IMC corporal (Steiner et al., 2010), com a obesidade 

abdominal e com os níveis séricos de triglicerídeos (Kheirouri et al., 2018). A expressão 

aumentada e a regulação negativa do receptor RAGE nos pré-adipócitos levaram a uma 

hipertrofia adipocitária aprimorada e reduzida, respectivamente, e o grupo de animais 

knockdown para o receptor TLR2 suprimiu a hipertrofia adipocitária induzida por RAGE 

(Monden et al., 2013). A S100B foi proposta como uma adipocina na interação entre 

adipócitos e os macrófagos, com base na observação de que a S100B regula positivamente 

o TNF-α e os marcadores pró-inflamatórios nos macrófagos, e que há uma secreção de 

S100B aumentada pelo TNF-α dos pré-adipócitos. Além disso, o silenciamento de S100B 
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em pré-adipócitos ou a neutralização do receptor RAGE reduziu significativamente a 

secreção de TNF-α pelos macrófagos (Fujiya et al., 2014). 

Os protocolos mais utilizados para o estudo do tecido adiposo in vitro, 

apresentando benefícios e limitações, são a cultura primária de adipócitos, linhagens 

celulares de pré-adipócitos, células estromais mesenquimais diferenciadas, cultura de 

órgãos de tecido adiposo e microdiálise (Ghorbani and Abedinzade, 2013). Contudo, a 

utilização de células estromais mesenquimais adipo-diferenciadas possui a vantagem de 

ser uma cultura em que a diferenciação pode ser controlada, podendo gerar uma 

população heterogênea, composta por células parecidas com a linhagem adipocitária e 

indiferenciadas,  mimetizando condições in vivo de complexidade do tecido adiposo 

(Poulos et al., 2010).  

O cultivo de MSCs no meio de diferenciação de adipócitos dá origem ao acúmulo 

de gotículas lipídicas (Ghorbani et al., 2014). Uma vantagem desse método in vitro é a 

geração de células aderentes em uma cultura de monocamada, o que permite o estudo da 

regulação a longo prazo das funções dos adipócitos (Adler-Wailes et al., 2010). 

Obviamente, também existem algumas desvantagens, como a duração do protocolo, onde 

as células podem não se diferenciar completamente em adipócitos e que a capacidade de 

diferenciação diminui com o aumento do número de passagens celulares (Ghorbani and 

Abedinzade, 2013). 

Apesar da existência de vários métodos para o estudo do tecido adiposo in vitro, 

ainda existem muitos aspectos a serem elucidados. Considerando nosso campo de 

interesse, nosso objetivo original foi padronizar um processo de “ontogenia” da S100B 

in vitro e estudar a relação da secreção com o metabolismo da glicose e a presença de 
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outros importantes mensageiros no tecido adiposo – como por exemplo a insulina e a 

leptina.  

Uma vez que as nossas culturas adipo-diferenciadas expressam e secretam S100B, 

e que também são moduladas por vias clássicas relacionadas ao metabolismo, este 

trabalho tem como perspectiva a investigação do proposto eixo S100B/RAGE na 

inflamação induzida pela obesidade, e a influência do receptor TLR-2 na obesidade e sua 

relação as infecções virais. Nossa hipótese de trabalho é que a S100B, via RAGE e TLR, 

possa contribuir para o entendimento da inflamação associada à obesidade e mesmo com 

a epidemia de obesidade observada no mundo. 

Assim, a ideia de submeter este tópico nesta forma é propiciar uma excelente 

oportunidade para o nosso grupo discutir com uma banca altamente qualificada, visando 

compreender melhor os resultados preliminares obtidos e, fundamental, discutir 

perspectivas para novas abordagens, almejando promissoras interações. Reafirmo que a 

ideia básica da forma escolhida de apresentar este capítulo é propiciar uma intensa 

discussão. 

Materiais e Métodos 

Animais 

As ADSCs foram isoladas do adiposo epididimal obtidos de ratos machos Wistar 

Kyoto criados e mantidos no Centro de Cardiologia Experimental (Instituto de 

Cardiologia do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil). Os animais foram mantidos em 

condições controladas de luz e ambiente (ciclo de 12h claro/12h escuro, a uma 

temperatura constante de 22 ± 2 ° C), com livre acesso a comida e água comerciais. Todas 

os experimentos com os animais foram realizados de acordo com o Comitê de Ética em 
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Uso de Animais de Laboratório da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (processo 

número 30626). 

Isolamento e expansão de células estromais derivadas de tecido adiposo de rato 

(ADSCs) 

A gordura epididimal foi coletada assepticamente dos animais e fragmentada para 

digestão em 1,5 mg/mL de colagenase tipo I (Sigma) diluída em meio DMEM sem soro 

por 20 min. A atividade enzimática foi interrompida com DMEM suplementado com soro 

fetal bovino a 10% (Cultilab, Brasil), estreptomicina 0,1 mg/mL e penicilina 100 U/mL. 

Após centrifugação a 300×g, o sedimento foi ressuspenso em um meio suplementado e 

incubado em uma câmara umidificada a 37°C e 5% de CO2. As células foram removidas 

usando uma solução de tripsina-EDTA a 0,05% quando a confluência foi alcançada, para 

os experimentos foram utilizadas as células na quarta passagem (Wartchow et al., 2019). 

Caracterização das ADSCs 

A análise dos marcadores de superfície das ADSCs isoladas foi realizada por 

incubação com anticorpos conjugados com feryeritrina contra CD29, CD44, CD90, 

CD45, CD31 e MHC II de murino por 30 min a 4°C. As células foram analisadas usando 

um citômetro FACSAria III (Becton Dickinson, San Jose, CA) equipado com um laser 

de 488 nm de argônio, e os gráficos foram gerados no software WinMDI 9.2. A 

diferenciação adipogênica e osteogênica das ADSCs foi realizada de acordo com 

protocolos publicados anteriormente (da Silva Meirelles et al., 2006). Após fixação com 

paraformaldeído a 4%, a deposição de cálcio e as gotas lipídicas foram coradas com 

solução de Alizarin Red S e Oil Red O, respectivamente (Wartchow et al., 2019). 

Protocolo para diferenciação adipogênica e respectivos tratamentos 
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Para induzir a diferenciação adipogênica, as células foram cultivadas por 28 dias 

em placas de 12 poços em meio completo com dexametasona 10-8 M, insulina de pâncreas 

bovina 2,5 μg/ml, indometacina 100 mM e rosiglitazona 5 mM. O fenótipo de adipócito 

foi confirmado pela coloração com Oil Red, evidenciando os vacúolos de lipídeos (da 

Silva Meirelles et al., 2006). 

Para avaliar o conteúdo/secreção de S100B e a captação de glicose, as células 

foram tratadas com diferentes concentrações de glicose (17,5 mM, 5 e 0 mM), insulina 

(10μM), S100B (0,1ng/mL) (Wartchow et al., 2016), leptina (10ng/mL), lactato (20mM), 

adrenalina (10μM) e forscolina (10μM), na presença de glicose 17,5mM (concentração 

basal de glicose). Todos os tratamentos ocorrem durante 1h. 

Análise da expressão de S100B 

- ELISA  

O conteúdo e a secreção de S100B foram medidos por ELISA (Leite et al., 2008). 

Resumidamente, 50μL de amostra mais 50μL de tampão Tris foram incubados por 2 horas 

em uma placa previamente revestida com anti-S100B monoclonal (SH-B1). O anti-

S100B policlonal foi incubado por 30 min e, em seguida, o anticorpo anti-rabbit 

conjugado com peroxidase foi adicionado por mais 30 min. Uma reação colorimétrica 

com openilenodiamina foi medida a 492 nm. A curva S100B padrão variou de 0,020 a 10 

ng/mL. 

- Citometria de fluxo  

Para marcação por imunocitoquímica, as células foram tripsinizadas, fixadas com 

paraformaldeído a 2% e 4% diluído em PBS por 10 minutos a cada etapa, 

respectivamente. As células foram permeabilizadas com Triton X-100 a 0,1% em PBS 
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por 10 min e incubado durante a noite em uma solução de PBS com albumina a 5% e o 

anticorpo primário para S100B (1:50, Santa Cruz). Em seguida, as células foram lavadas 

e incubadas com anticorpo secundário anti-goat específico conjugado com Alexa Fluor® 

647 (1:1000) por 2 horas. Para todos os controles negativos para a imunomarcação, as 

reações foram realizadas pela omissão do anticorpo primário ou secundário. Nenhuma 

reatividade foi observada quando o anticorpo primário ou secundário foi excluído. 

Astrócitos foram utilizados como controle positivo. Um total de 10.000 eventos para cada 

amostra foram adquiridos pelo citômetro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences), 

medindo a fluorescência vermelha (canal FL-4). A porcentagem de células positivas para 

S100B foi estabelecida através da análise de dados com o software FCS Express 4 (De 

Novo, Software, Ontário, Canadá). 

- Imunofluorecência  

As células foram cultivadas em lamínulas circulares de vidro. Após o tratamento 

(e controle), as células foram fixadas por 20 min com paraformaldeído a 4% em tampão 

fosfato (PBS, mM): 2,9 KH2PO4; 38 Na2HPO4 .7H2O; 130 NaCl; 1,2 KCl, lavado com 

PBS e permeabilizado por 20 min em PBS contendo 0,2% de Triton X-100. As células 

fixadas foram então bloqueadas por 60 min com PBS contendo albumina de soro bovino 

a 5% e incubadas durante a noite com anticorpo monoclonal anti-S100B (clone H-86) 

1:200. Após incubação durante a noite com anticorpos primários, as culturas foram 

lavadas em PBS/triton a 0,2% (3x5 min) e incubadas por 2 h com o respectivo anticorpo 

secundário na diluição de 1:1000: Alexa Fluor 528 (cabra anti-rabbit -IgG fluorescência 

vermelha). Em seguida, as lâminas com as células foram montadas com Fluor Save® e 

as imagens foram visualizadas com um microscópio confocal Olympus e transferidas para 
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um computador com câmera digital e o software Fluoviewer 3.1 FV1000 (Wartchow et 

al., 2019). 

Captação de glicose  

A captação de glicose foi realizada conforme descrito anteriormente (Wartchow 

et al., 2016). Resumidamente, as células foram incubadas com DMEM sem glicose 

durante 1 hora a 37ºC. O meio foi removido e as células foram incubadas a 35 ° C em 

uma solução salina balanceada de Hank (HBSS). O ensaio foi iniciado pela adição de 

0,1μCi/poço de D- [2,3-3H] deoxi-glicose. A incubação foi interrompida após 15 minutos, 

removendo o meio e lavando as fatias duas vezes com HBSS gelado. As céluas foram 

então lisadas em uma solução de NaOH 0,5M. A captação de glicose foi calculada 

subtraindo a captação inespecífica, obtida usando o inibidor do transportador de glicose, 

citocalasina B (25 μM - inibidor inespecífico do transportador de glicose), da captação 

total. A radioatividade foi medida usando um contador de cintilação. Os resultados são 

expressos em nmol/mg de proteína/min. 

Determinação proteica  

O conteúdo de proteínas foi medido pelo método de Lowry com algumas 

modificações, usando albumina de soro bovino como padrão (Peterson, 1977). 

Análise estatística 

Todas os experimentos foram realizados em triplicata em pelo menos seis 

experimentos independentes e os dados representam médias ± S.E.M. As comparações 

estatísticas entre os diferentes grupos foram testadas pelo teste t de Student ou ANOVA 

de uma via, seguido pelo pós-teste de Tukey, quando aplicado. Valores de P <0,05 foram 
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considerados significativos. Todas as análises foram realizadas no software Graphpad 

Prism versão 6 (La Jolla, CA, EUA). 

Resultados 

Expressão de S100B em cultura de ADSCs diferenciada para células adipogênicas 

Após atingir 80% de confluência, as ADSCs do tecido adiposo foram submetidas 

ao protocolo de diferenciação adipogênica. Para avaliar se as células ADSCs 

diferenciaram para células de adipócitos e se poderiam expressar a proteína S100B, 

algumas técnicas foram realizadas. O conteúdo de S100B foi avaliado por ELISA aos 

quatro, sete e vinte e oito dias de diferenciação. Um aumento significativo no conteúdo 

de S100B foi observado ao longo do tempo, como esperado (Fig.1A) (p = 0,0006 e f (2,24) 

= 10,28). Quando comparamos a quantidade de S100B expressa (por ELISA) na cultura 

adipogênica, ADSCs e tecido adiposo, podemos observar que as células diferenciadas 

expressam a proteína, enquanto o ELISA não detectou nenhum traço de S100B nas 

células ADSCs. No entanto, o conteúdo observado não atinge os níveis do tecido adiposo 

(Fig.1B) (p <0,0001 e f (2,27) = 49,03). Para confirmar e observar a expressão de S100B, 

decidimos também avaliar a proteína por citometria de fluxo (Fig.1F). Como podemos 

ver, a maioria das células diferenciadas expressam S100B (área vermelha), mas algumas 

células ainda permanecem negativas para essa proteína (Fig.1G) (p = 0,0107). 

O fenótipo para adipócito foi observado através da presença de gotas lipídicas 

citoplasmáticas, que podem ser vistas sob contraste de fase (Fig.1I) ou coradas com Oil 

Red, um marcador específico para gotas lipídicas (Fig.1J). As imagens de 

imunofluorescância para anti-S100B mostraram que as células expostas ao protocolo de 

diferenciação apresentaram maior intensidade de fluorescência (vermelha), e a expressão 
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de S100B foi observada citosolicamente e amplamente distribuída (Fig. 1L). As células 

não diferenciadas mostraram-se negativas para o Oil Red e para anti-S100B (Fig. H e K).  
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Figura 1. Expressão de S100B em cultura de ADSCs diferenciada para células 

adipogênicas. O conteúdo de S100B foi avaliado ao longo do tempo, quatro, sete e vinte 

e oito dias de diferenciação (A) e o conteúdo de S100B foi avaliado em tecido adiposo, 

ADSCs indiferenciadas e células adipo-diferenciadas (B). Todos os plots da citometria 

de fluxo são exemplos representativos de pelo menos sete experimentos independentes 

realizados em triplicata, expressos como unidades fluorescentes de células positivas em 

relação a 1 × 104 células por amostra. A dispersão lateral (eixo y) representa a 

complexidade celular e a fluorescência vermelha (eixo x) representa células positivas para 

a proteína S100B: (C) controle negativo para as ADSCs, (D) ADSCs, (E) células adipo 

diferenciadas, (F) curva para a contagem celular total e (G) representação gráfica para as 

células marcadas para S100B. O contraste de fase da cultura de ADSCs (H), as células 

adipo diferenciadas mostraram uma morfologia típica com gotículas lipídicas no 

citoplasma celular (I) e coloração com Oil Red para gotas lipídicas (J). 

Imunofluorescência para S100B (vermelha) e DAPI (azul), com ampliação de 40X por 

microscopia confocal (K-L), ampliação de zoom mostrando as gotas lipídicas 

citoplasmática em preto (M). Todas as imagens são campos representativos de pelo 

menos três experimentos realizados em duplicata. Barra de escala = 30 µm. Os dados são 

expressos como médias ± SE de 6-8 experimentos independentes realizados em triplicata. 

Letras e * indicam diferença estatística entre grupos pelo teste t- Student ou ANOVA de 

uma via seguida pelo teste de Tukey, assumindo p <0,05. 

 

Células adipo-diferenciadas secretam S100B em resposta a diferentes estímulos 

Após observarmos que as células adipo-diferenciadas foram capazes de expressar 

a proteína S100B, nossa segunda pergunta foi se elas também eram capazes de secretar 

essa proteína. Para elucidar esse ponto, tratamos as células com diferentes substâncias 

conhecidas que influenciam o metabolismo do tecido adiposo e a sinalização celular. 

Primeiro, avaliamos a influência da concentração de glicose nos adipócitos e observamos 

que a secreção de S100B diminuiu com a retirada de glicose do meio, com uma diferença 

significativa na ausência de glicose (Fig.2A) (p = 0,0466 e f (2, 30) = 3,402). Na presença 
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de lactato, outro substrato energético, as células apresentaram aumento na secreção de 

S100B (Fig.2B) (p = 0,0240). 

Também avaliamos a resposta celular na presença de forskolina (FSK), um 

ativador da adenilato ciclase (AMPc), e observamos um aumento da secreção de S100B 

(Fig.2C) (p <0,0001).  

Alterações hormonais, como condições normais e/ou estressantes, induzem 

comportamentos diferentes no tecido adiposo. Quando expomos os adipócitos à 

adrenalina (Fig.2D) (p = 0,0235) e à insulina (Fig.2E) (p = 0,0080) aumentamos a 

secreção de S100B, enquanto que com a presença de leptina, não foi observada alteração 

na secreção (Fig. .2F) (p = 0,3843). 
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Figura 2. Células adipo-diferenciadas secretam S100B em resposta a diferentes 

estímulos. Após uma hora de tratamento com: 17,5, 5,5 e 0 mM de glicose (A); Lactato 

10 µM (B); Forskolin 10 µM (C); Adrenalina 10 µM (D); Insulina 10 µM (E) e 10 ng/mL 

de leptina (F), a secreção de S100B foi avaliada por ELISA. Os dados são expressos como 

média ± SE de 8 experimentos independentes realizadas em duplicata. As letras indicam 

diferença estatística entre os grupos avaliados pelo teste t-Student ou pela ANOVA de 

uma via seguida pelo pós-teste de Tukey, assumindo p <0,05. 
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Diferentes condições alteram a captação de glicose nos adipócitos 

Os adipócitos têm um intenso metabolismo glicolítico. A captação de glicose nas 

células diferenciadas foi observada na presença de altos níveis de glicose, condições 

basais do meio de diferenciação. Observamos que na presença de insulina (Fig.3B) (p = 

0,0296), S100B (Fig.3A) (p = 0,0104) e adrenalina (Fig.3D) (p = 0,0045) ocorreu 

aumento na captação de glicose, enquanto na presença de lactato não foi observada 

diferença (Fig.3C) (p = 0,1472). 

 

Figura 3. Diferentes condições alteram a captação de glicose nos adipócitos. Após 

uma hora de tratamento com: 0,1 ng/mL de S100B (A), 10 µM de insulina (B), 10 µM de 

lactato (C) e 10 µM de adrenalina (D), os meios das células adipo-diferenciadas foram 

substituídos por HBSS contendo 0,1 μCi / poço D- [3-3H] glicose e incubados por 15 min. 
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Os dados são expressos como média ± SE de 8 experimentos independentes realizados 

em duplicata. As letras indicam diferença estatística entre grupos avaliados pelo teste t-

Student, assumindo p <0,05. 

O modelo de diabetes tipo 1 reduziu o peso corporal e, consequentemente, reduziu os 

níveis séricos de S100B 

O modelo DM 1 foi induzido por injeção intraperitoneal de estreptozotocina 

(STZ) (60 mg / kg), o peso corporal foi avaliado semanalmente e após 8 semanas do 

modelo ocorreu a eutanásia dos animais. Uma representação esquemática do protocolo 

experimental é mostrada na Fig. 4A. Como esperávamos, houve uma redução no peso 

corporal dos animais DM1 ao longo do tempo (Fig.4B) (p = 0,0051 e f (8,81) = 3.020), e 

uma redução nos níveis séricos de S100B foi observada na última semana (Fig.4C) (p = 

0,0155). 
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Figura 4. O modelo de diabetes tipo 1 reduziu o peso corporal e, consequentemente, 

reduziu os níveis séricos de S100B. Ratos Kyoto-Wistar machos DM1 induzidos por 

STZ. Linha do tempo do experimento in vivo (A). Peso corporal avaliado semanalmente 

(B). S100B no soro avaliado por ELISA (C). Os dados são expressos como média ± SE 

(n = 8). Letras e * indicam diferença estatística entre grupos avaliados pelo teste t-Student, 

assumindo p <0,05. 

 

Discussão 

 

Nos últimos anos tem sido dada cada vez mais atenção ao estudo do tecido adiposo 

e sua implicação no metabolismo. Os dados da literatura mostram várias técnicas 
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experimentais para adipócitos in vitro e cultura adiposa. Para rastrear as atividades de 

substâncias lipolíticas ou antilipolíticas, o uso de linhagens celulares de pré-adipócitos, 

MSCs diferenciadas ou adipócitos isolados recentemente fornece um suprimento 

adequado abundante de células adiposas. Portanto, esses métodos são preferidos quando 

uma substância é testada pela primeira vez.  No entanto, como desvantagem, a capacidade 

de resposta e as características metabólicas do tecido adiposo podem não ser exatamente 

representadas por linhagens celulares ou células isoladas (Ghorbani and Abedinzade, 

2013).  

Em nosso estudo, as ADSCs permaneceram aderentes e com aspecto adipocitário 

após 28 dias de diferenciação, conforme o esperado. Vacúolos de gordura foram 

observados intracelularmente, os quais foram confirmados com coloração de Oil Red. 

Assim, podemos dizer que adquirimos com sucesso uma cultura semelhante a adipócitos. 

Como o significado biológico da S100B do tecido adiposo ainda não está claro, 

ainda é necessário um método in vitro que reproduza o comportamento do tecido adiposo 

para uma melhor compreensão da secreção de S100B periférica. Em nosso estudo, a 

expressão da proteína S100B foi avaliada por diferentes métodos. A cultura adipo-

diferenciada foi capaz de expressar S100B, vista por métodos quantitativos como ELISA 

e citometria de fluxo, bem como por imunofluorescência.  

Após esses resultados, decidimos avaliar também a funcionalidade dessa cultura 

através da secreção de S100B e captação de glicose, ambas atribuições de tecido adiposo 

já conhecidas. Aqui, foi observada uma regulação positiva da secreção de S100B nos 

adipócitos em resposta à forskolina e a adrenalina, provavelmente desencadeada por uma 

via mediada por AMPc, como ocorre nos astrócitos (Pinto et al., 2000). A insulina, que 
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atenua a via do AMPc nos adipócitos, causou uma diminuição na liberação de S100B, o 

que é consistente com a literatura (Suzuki and Kato, 1985).  

O grupo de Steiner et al. correlacionou o índice de massa corporal (IMC) em 

indivíduos sem histórico prévio de distúrbios neurológicos ou psiquiátricos, com níveis 

séricos de S100B e duas proteínas derivadas do tecido adiposo: leptina e a proteína de 

ligação a ácidos graxos (A-FABP). Eles observaram que os níveis de S100B estavam 

intimamente correlacionados com o IMC, bem como com os níveis de leptina e A-FABP 

(Steiner et al., 2010). A leptina desempenha um papel importante na regulação da 

homeostase energética e é a principal adipocina secretada pelo tecido adiposo (Blüher 

and Mantzoros, 2015). No entanto, não observamos alteração da secreção de S100B na 

presença de leptina, o que poderia ter ocorrido devido à curta duração do tratamento (1 

hora) ou à baixa concentração de leptina. 

A proteína S100B foi identificada pela primeira vez há quase trinta e cinco anos, 

com o suposto papel de transportadora de ácidos graxos (Suzuki and Kato, 1985). Como 

vimos em nosso estudo, a ativação do AMPc pela forskolina e pela adrenalina aumentou 

a secreção de S100B. Esse resultado provavelmente está ligado ao mecanismo de lipólise 

no tecido adiposo. Talvez o oposto também seja verdadeiro: a redução da secreção de 

S100B pode estar ligada à lipogênese, uma vez que a insulina estimula a captação de 

glicose nos adipócitos, ativando enzimas glicolíticas e lipogênicas e reduzindo a secreção 

de S100B. 

Enquanto isso, removendo a glicose do meio de incubação, podemos observar 

uma redução na secreção de S100B. Em um organismo, a diminuição dos níveis de 

glicose no sangue estimula a lipólise e, consequentemente, um aumento da secreção de 

S100B com a liberação de ácidos graxos livres (Suzuki and Kato, 1985). Outro estudo 
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também revelou uma relação entre S100B sérica, altos níveis de glicose no sangue e 

concentração de insulina em pacientes saudáveis, mostrando uma diminuição na S100B 

sérica durante um teste oral de tolerância à glicose que está inversamente correlacionado 

com a resposta à insulina (Steiner et al., 2014). Em nosso ambiente in vitro, as células 

diferenciadas em adipócitos se comportam como se não tivesse entrada de substrato 

energético e, portanto, diminuíram a secreção de S100B como uma maneira de se proteger 

e não ter gasto de energia. 

A incubação com lactato provocou um aumento na secreção de S100B, que pode 

estar relacionada a altos níveis de lactato após o exercício físico e a estimulação da lipólise 

(Dietrich et al., 2003; Stocchero et al., 2014). Lembrando que a S100B é secretada ao 

longo da liberação dos FFA, como mencionado anteriormente. Só podemos especular 

sobre a exclusão da ação do lactato através do receptor HCA1, uma vez que o receptor 

esteja acoplado à proteína Gi e essa interação resultaria em uma diminuição de S100B 

(Gonçalves et al., 2018). 

Esse eixo regulador S100B-insulina é diferente no tecido adiposo e no SNC, onde 

há um aumento na secreção de S100B na presença de insulina e uma diminuição na 

captação de glicose na presença de S100B (Wartchow et al., 2016). A S100B extracelular 

no tecido adiposo não causou uma diminuição na captação de glicose, como ocorre nos 

astrócitos. Nesse ponto, é possível especular que, em um ambiente rico em glicose, o eixo 

insulina-S100B aciona os adipócitos para armazenar glicose, uma vez que tanto a S100B 

quanto a insulina causaram um aumento na captação de glicose. Enquanto que no SNC, 

a secreção de S100B estimulada por insulina atua como freio ou feedback negativo para 

a própria ação da insulina, no tecido adiposo, tanto a S100B quanto a insulina atuam 
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estimulando a captação de glicose e possivelmente resultando em lipogênese (Wartchow 

et al., 2016). 

Com o aumento dos níveis sanguíneos de adrenalina, a ligação aos receptores α-

adrenérgicos estimula a glicogenólise dos músculos hepáticos e esqueléticos e a glicólise 

dos músculos esqueléticos. A ligação ao receptor β-adrenérgico estimula a secreção do 

hormônio adrenocorticotrópico da glândula pituitária e da hipófise, isto é, estimula a 

lipólise (Berlin et al., 1990). Aqui observamos que a adrenalina teve um comportamento 

diferente, causando aumento da secreção de S100B e da captação de glicose. Esses 

eventos podem ter alguma relação uma vez que, como vimos no resultado anterior, na 

presença de S100B houve um aumento na captação de glicose, o mesmo evento observado 

com adrenalina. Talvez o que vimos aqui não seja um efeito direto da adrenalina na 

captação de glicose e mais um efeito da S100B secretada em consequência do tratamento 

com adrenalina. Outra explicação possível é o fato de o ambiente in vitro ter apenas 

adipócitos e, em um organismo as células musculares aumentariam a captação de glicose. 

Na ausência de células musculares in vitro, os adipócitos aumentaram a captação de 

glicose por si mesmos. 

Em pacientes ou modelos animais com DM1, uma das principais consequências 

da doença é a hiperglicemia e a baixa secreção ou ausência de insulina (Klimova et al., 

2018). Com esses dois eventos em mente, em relação aos nossos resultados in vitro, a 

S100B sérica provavelmente deve ser aumentado no DM1, pois altas concentrações de 

glicose estimulariam a secreção de S100B para aumentar a captação de glicose, pois não 

teriam a insulina para obter um feedback negativo. No entanto, este resultado não foi 

observado: a S100B sérica se mostrou diminuída após o modelo de DM1 não tratado. 

Acreditamos que essa redução na S100B sérica possa estar relacionada com à perda de 
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peso do animal, como observado anteriormente por Steiner et al, que relaciona o IMC à 

concentração sérica de S100B (Steiner et al., 2010). 

Conclusão 

Altos níveis de S100B estão presentes nos adipócitos e nossos ensaios in vitro 

indicam que a secreção de S100B pode ser modulada por hormônios envolvidos no 

metabolismo da glicose, provavelmente regulando a lipólise e a lipogênese, como 

adrenalina e insulina. Embora não esteja claro o significado biológico da S100B 

extracelular, é provável que o tecido adiposo possa ser uma fonte importante de S100B 

sérica e estar relacionado a obesidade.  

Portanto, este estudo é uma alternativa para uma melhor compreensão da relação 

entre tecido adiposo e várias doenças como DM1 e a obesidade, provando ser uma boa 

alternativa para o estudo in vitro de S100B. As razões para todos os efeitos aqui 

observados exigem experimentos adicionais, pois qualquer interpretação destes dados é, 

até o presente momento, meramente especulativa. 
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6  DISCUSSÃO 

Nos últimos anos, as MSCs derivadas de diferentes tecidos, em especial as 

derivadas de tecido adiposo, têm atraído atenção principalmente pela facilidade de sua 

obtenção (Chandra et al., 2011; Khorsandi et al., 2016). As MSCs são conhecidas por 

promoverem a regeneração celular e por proteger as células da apoptose. Além disso, 

podem ser induzidas a se diferenciar em CPIs funcionais e fornecer uma fonte alternativa 

para o tratamento do DM (Chen et al., 2008; Gao et al., 2014). Assim, explorar a 

potencialidade plástica das células-estromais mesenquimais derivadas de múltiplos 

órgãos e tecidos, incluindo adiposo, tem sido alvo de estudo de vários grupos de pesquisa. 
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Esquema 1. Desenho esquemático dos resultados descritos nesta tese. Dividida 

em três capítulos, aqui representados da esquerda para a direita do leitor.  
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Isolamento e caracterização de células-estromais mesenquimais derivadas de 

tecido adiposo epididimal (ADSCs) 

No presente trabalho, isolou-se e caracterizou-se cultura de células-estromais 

mesenquimais derivadas de tecido adiposo epididimal de ratos Wistar Kyoto quanto à 

proliferação de células aderentes ao plástico, perfil fenotípico e capacidade de 

diferenciação in vitro em osteoblastos e adipócitos, conforme preconizado pela 

International Society for Cellular Therapy (Dominici et al., 2006). 

De acordo com os nossos resultados, o isolamento das ADSCs foi satisfatório. 

Obteve-se culturas homogêneas, com morfologia fibroblastóide e com alta taxa 

proliferativa. As culturas celulares apresentaram reatividade negativa aos antígenos 

CD31, CD45 e MHC II e positivas para CD29, CD44 e CD90.  Assim, o perfil 

imunofenotípico das populações celulares utilizadas neste estudo, bem como a 

capacidade de formar adipócitos e osteócitos, quando submetidas aos protocolos de 

diferenciação, foram critérios funcionais compatíveis à identificação de células-estromais 

mesenquimais genuínas. 

Buscando mais uma evidência de que o isolamento realizado ocorreu de forma 

satisfatória e que as ADSCs se apresentavam homogêneas e indiferenciadas, avaliou-se o 

conteúdo da proteína S100B. Proteína expressa e secretada por adipócitos em 

concentrações similares às encontradas no tecido nervoso, a S100B foi evidenciada no 

tecido adiposo primeiramente por Hidaka e colaboradores, no Japão, (Hidaka et al., 1983) 

e por Michetti e colaboradores, na Itália (Michetti et al., 1983b). No tecido adiposo 

epididimal de ratos, foi encontrado um conteúdo elevado da proteína S100B, em torno de 

1,5 ng/μg (Feoli et al., 2008; Gonçalves et al., 2010b). No entanto, ao avaliarmos o 

conteúdo de S100B nas células estromais mesenquimais derivadas do referido tecido, não 
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houve expressão desta proteína, evidenciando pureza e homogeneidade da população 

celular. 

Otimização e avaliação de protocolos de diferenciação de ADSCs em células 

produtoras de insulina (CPIs) 

Apesar do fato de existirem vários protocolos de diferenciação em CPIs in vitro, 

ainda há a necessidade de mais estudos e modificações nas estratégias de indução, devido 

a protocolos longos, complicados e com baixa taxa de eficiência (Karnieli et al., 2007b; 

Xie et al., 2009; Xin et al., 2016b). Durante este estudo, priorizamos a utilização de 

protocolos de diferenciação que fossem rápidos e práticos, com a tentativa de utilizar um 

número reduzido de indutores.  

Em meio de cultivo DMEM-F12 (17,5 mM de glicose), as ADSCs foram 

submetidas a três diferentes protocolos de diferenciação em CPIs: procololo I  (IPC/PI) - 

durante sete dias, suplementado com 10 nM de nicotinamida; protocolo II (IPC/PII) - 

durante três dias, suplementado com 10nM de nicotinamida, 10ng/mL de Activina-A e 

10 nM de exendina-4 (Khorsandi et al., 2016; Xin et al., 2016b); e protocolo III (IPC/PIII) 

- durante três dias, suplementado com 10nM de nicotinamida e 25 µM de Resveratrol 

(Caldarelli et al., 2015). 

Embora os mecanismos que levam à diferenciação de MSCs em células 

produtoras de insulina ainda não são bem compreendidos, os indutores utilizados neste 

estudo são reconhecidamente importantes neste processo. A nicotinamida, uma  vitamina  

hidrossolúvel  do  grupo  B,  inibe a síntese da poli ADP-ribose e possui efeito 

estimulatório das células progenitoras do pâncreas em células produtoras de insulina, 

além de efeito protetor da dessensibilização dos receptores de glicose (Tang et al., 2004; 

Vaca et al., 2008).  
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Já a exendina-4 (EX-4)  é um peptídeo agonista do receptor GLP-1 de ação 

prolongada (peptídeo semelhante à glucagon 1) que atua diretamente nas células β 

pancreáticas aumentando a secreção de insulina (Xu et al., 1999), apresentando efeitos 

benéficos, a longo prazo, sobre os níveis de glicose no sangue (Greig et al., 1999) e  sobre 

o déficit cognitivo em ratos diabéticos (Zanotto et al., 2017). Estudos anteriores revelaram 

que a EX-4 atua na diferenciação das MSCs em CPIs (Khorsandi et al., 2016; Nejad-

Dehbashi et al., 2014; Xin et al., 2016b). Associada à EX4, na necessidade de recriar in 

vitro um ambiente similar à fase embriogênica, as células mesenquimais foram induzidas 

a formar a endoderme pancreática enriquecendo-se o meio com activina-A, uma proteína 

da família do TGF-β (do inglês, transforming growth factor β) (D’Amour et al., 2005).  

O resveratrol  (RSV) é um composto polifenólico natural encontrado em várias 

frutas e plantas, como na casca de uvas vermelhas, romãs e nozes (Das and Das, 2007). 

Estudos mostraram que o RSV atua na proteção neural e cardíaca, possui efeitos anti-

inflamatórios e também desempenha um papel importante no aumento da expectativa de 

vida (Das and Das, 2007; Liu et al., 2012; Valenzano et al., 2006). Além disso, o RSV 

facilita a diferenciação cardiomicítica e osteogênica de células-tronco embrionárias e 

células-tronco pluripotentes induzidas, além de ser capaz de prevenir a apoptose celular 

através da diminuição dos níveis das espécies reativas de oxigênio (Kao et al., 2010; Liu 

et al., 2016). O RSV é capaz de aumentar a proliferação e diferenciação de células-

estromais mesenquimais humanas (Dai et al., 2007). Chen e colaboradores avaliaram a 

viabilidade das ADSCs pré-condicionadas com resveratrol submetidas a altas 

concentrações de glicose, observando um efeito protetor (S.-Y. Chen et al., 2019).   No 

entanto, o mecanismo de RSV na regulação de células pluripotentes continua a ser 

elucidado. 
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De acordo com os nossos resultados, utilizando estes fatores de indução de 

diferenciação em CPIs, pode-se observar que nos protocolo IPC/PII,suplementado com 

EX-4, e IPC/PIII, suplementado com RSV, as células apresentaram maior reatividade à 

coloração com ditizona (DTZ), um agente quelante de íons de zinco (Zn2+) os quais estão 

presentes nos grânulos de insulina. Corroborando com esta marcação indireta, a expressão 

de pró-insulina também foi observada por western blot. No entanto, a avaliação da 

expressão de insulina pelo método de ELISA, um método mais sensível de detecção 

proteica, o protocolo IPC/PII se mostrou mais eficiente quando comparado aos outros. O 

mesmo pode ser observado pela imunofluorescência. Dessa maneira, mostramos que 

tanto IPC/PII quanto o IPC/PIII expressaram pró-insulina, ou seja, tanto a EX-4 quanto o 

RSV atuam positivamente na diferenciação celular, no entanto a EX-4 possuiu um efeito 

mais pronunciado, observado pelo aumento de insulina.  

Li et al. relataram que a presença de EX-4 aumentou a secreção de insulina diante 

do estímulo de glicose em células β diferenciadas (H. Li et al., 2010). Como mostrado em 

nossos resultados, a expressão de insulina foi significativamente aumentada na presença 

de EX-4 e as células IPC/PII foram responsivas ao estímulo de glicose, além de 

interromperem a secreção de insulina quando retirado o estímulo, ou seja, quando a 

concentração de glicose era zero. As células do CPI/PIII tiveram um comportamento 

semelhante. No entanto, ao se retirar o estímulo de glicose, a secreção de insulina não foi 

interrompida tendo um aumento superior. Tal ocorrência indica que a EX-4 gera células 

mais maduras comparadas às células induzidas na presença de RSV. 

GLUT-2 é o transportador de glicose expresso predominantemente em hepatócitos 

e nas células β pancreáticas. Esta isoforma do transportador está envolvida na detecção 

de glicose em células β pancreáticas e com o mecanismo de secreção de insulina (Kellett 
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et al., 2008; Olson and Pessin, 1996). Sabe-se que a expressão de insulina e de GLUT-2 

confirmam a diferenciação e a funcionalidade das CPIs. Ao se avaliar a expressão do 

GLUT-2 por western blot e por imunofluorescência, tanto o protocolo IPC/PII quanto o 

IPC/PIII tiveram um aumento da sua expressão. A captação de glicose se mostrou 

aumentada em todos os protocolos avaliados, isto provavelmente se deve ao aumento da 

expressão do GLUT-2, mas também pelo aumento de outros transportadores aqui não 

avaliados, já que o protocolo IPC/PI também teve um aumento significativo da captação 

de glicose, mas o mesmo não foi observado com a expressão de GLUT-2.  

Os protocolos de diferenciação não alteraram a taxa de multiplicação e nem o 

número de células ao final da indução, provavelmente pelo curto período de tratamento 

(3-7 dias). Caso prolongássemos o tempo de indução, provavelmente encontraríamos uma 

redução significativa no número de células em comparação às ADSCs (Guihai, 2017). 

Avaliação das vias de sinalização envolvidas nos protocolos de diferenciação 

de ADSCs em CPIs 

É bem definido que modificações de vias de sinalização podem influenciar no 

processo final de diferenciação celular das MSCs, e que muitos estímulos são utilizados 

para direcionar a um tipo celular específico. No entanto, ainda não está claro como essas 

vias afetam as MSCs e como a manipulação de diferentes indutores pode levar a 

protocolos de diferenciação mais eficientes. Em nosso trabalho, primamos pela obtenção 

de um protocolo funcional, de aplicação simples, atingindo populações celulares capazes 

de mostrar sinais de transdiferenciação em um período curto de tempo. Para tanto, 

avaliamos três diferentes protocolos e suas vias de diferenciação envolvidas nesta fase 

inicial.  
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As MAPKs são proteínas cinases ativadas por mitógeno que desempenham um 

papel central na transmissão de sinais dos receptores de superfície celular. São proteínas 

serina-treonina específicas expressas em todos os tipos celulares, sendo componentes 

essenciais da maquinaria de transdução de sinal na regulação da sobrevivência celular, 

motilidade, apoptose, proliferação e diferenciação celular (Garrington and Johnson, 1999; 

Gehart et al., 2010). Essa via de sinalização está envolvida no crescimento e diferenciação 

celular (Sosa et al., 2011), desempenhando papéis cruciais na condrogênese e osteogênese 

nas MSCs (Li et al., 2010; Stanton et al., 2003). Zhang e colaboradores mostraram que 

estas proteínas são importantes na proliferação e diferenciação de células-estromais 

mesenquimais derivadas de polpa dentária (DPSCs) (Zhang et al., 2012). Quanto à 

diferenciação em CPIs, o conhecimento é ainda muito reduzido, e poucos trabalhos 

avaliam por quais vias de sinalização ocorre a diferenciação e como elas estão 

relacionadas com os diferentes indutores e os diferentes períodos de diferenciação.  

As MAPKs incluem as proteínas cinases reguladas por sinal extracelular (Erks), 

as proteínas cinases N-terminais p38 e JNK.  Em nossos resultados, podemos observar 

um aumento da fosforilação da MAPK/p38 no protocolo IPC/PII avaliada por western 

blot, enquanto que fosforilação do IRS-1, STAT3 e o PI3K não foi alterada. A EX-4 é um 

agonista GLP-1 e atua se ligando no receptor GLP-1 ativando a via de sinalização AMPc/ 

PKA/ MAPK p38 (Roussel et al., 2016; Yang et al., 2016). Na presença do inibidor 

SB203580 10 μM (inibidor da p38), não foi observado o aumento do conteúdo de insulina 

no IPC/PII, permanecendo com valores basais. Este resultado revela que a via da 

MAPK/p38 atua positivamente na diferenciação celular em CPIs sendo essencial no 

processo, pois quando a via estava inibida o aumento da expressão insulina não foi mais 

observado.  
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O RSV também foi escolhido como possível indutor de diferenciação, pois como 

já foi mostrado em trabalhos anteriores, possui capacidade de promover a diferenciação 

osteogênica, como também é capaz de estimular a diferenciação de ESCs em 

cardiomiócitos (Ding et al., 2016; Liu et al., 2016). Caldarelli et al mostraram o efeito do 

RSV na diferenciação de células estromais mesenquimais, em que 25 µM de RSV induziu 

adipogênese. Além disso, observaram que o RSV pode atuar como agonista de insulina 

ativando o receptor de insulina (Caldarelli et al., 2015). Com o objetivo de avaliar a 

possível via de diferenciação celular nas CPIs, avaliou-se por western blot a fosforilação 

da STAT3 e do IRS-1, ambas as vias relacionadas com a diferenciação celular e o RSV. 

A sinalização Jak/STAT3 tem importância na manutenção da pluripotência ESCs de 

roedores (Chen et al., 2015). Nossos resultados mostraram que o protocolo IPC/PIII, 

suplementado com RSV, ativou STAT3 e inibiu IRS-1. Provavelmente, o RSV ativa a via 

da Jak/ STAT3/ SOCS1/3, e o aumento de SOCS3 regula negativamente a sinalização da 

insulina, inibindo o IRS-1 (Fan et al., 2014; Galic et al., 2014). Consequentemente, não 

apresenta aumento na fosforilação da PI3K e nem da via da MAPK/p38. A ativação da 

via da Jak/STAT3 se mostrou importante, já que promoveu um aumento razoável na 

expressão de insulina pelo protocolo IPC/PIII. 

A via de sinalização da PI3K/AKT é muito importante na sinalização da insulina 

(Kozma and Thomas, 2002). A AKT tem um dos principais papéis nas células produtoras 

de insulina, uma vez que é necessária para induzir o transporte de glicose (Kohn et al., 

1996). A via da PI3K regula indiretamente a diferenciação de células endócrinas via 

inativação do fator de transcrição Forkhead box O1, que bloqueia a expressão do PDX-1 

e estimula a expressão de neurogênicos diferenciação 1 (Kitamura and Ido Kitamura, 

2007). Todos estes três fatores de transcrição participam na diferenciação de células 

endócrinas e na expressão do gene de insulina nas células beta pancreáticas (Docherty et 
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al., 2005). Portanto, a ativação da PI3K pode ser um dos eventos importantes na 

diferenciação de células endócrinas pancreáticas.  

No entanto, a literatura é controversa. Hori et al utilizou o LY294002, um inibidor 

não seletivo da via da PI3K, e observou que células-tronco embrionárias de ratos se 

diferenciaram em células produtoras de insulina, com maior semelhança as β pancreáticas 

(Hori et al., 2002). Corroborando com esses resultados Mao et al sugeriram que o inibidor 

PI3K não-seletivo LY294002 e o inibidor da subunidade PI3Kβ o TGX-221 contribuem 

para a diferenciação das células-tronco embrionárias em células β (Mao et al., 2017).  

Este mesmo efeito foi observado em nosso estudo, na presença do inibidor 

LY94002, as células não diferenciadas aumentaram a expressão de insulina, e revelaram 

um efeito per se do inibidor. Quando o inibidor foi adicionado junto com os protocolos 

de indução, se observou um aumento da expressão de insulina comparado com o efeito 

individual da EX-4 no grupo IPC/PII. Assim, ambos, LY94002 e EX-4 tiveram um efeito 

aditivo, praticamente duplicando o conteúdo de insulina. Pode-se também observar que o 

mesmo efeito aditivo observado no grupo IPC/PII ocorreu também no grupo IPC/PIII 

suplementado com resveratrol. Isso nos leva a acreditar que as vias da p38 (ativada pela 

presença da exendina-4) e da STAT3 (ativada pela presença do resveratrol) participam 

positivamente na diferenciação em CPIs enquanto que a via da PI3K participa 

negativamente. 

Este foi o primeiro trabalho a relacionar a via da PI3K, STAT3 e p38 na 

diferenciação das MSCs em CPIs. Estudos futuros devem considerar a influência das vias 

de sinalização envolvidas na diferenciação da MSCs em CPIs, além de considerar os 

diferentes estímulos químicos e físicos, origem celular, métodos de cultura e indutores. 

A diferença entre os efeitos in vivo e in vitro das vias de sinalização da PI3K e da p38 
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sobre a diferenciação de MSCs também devem ser levadas em consideração. Dessa 

maneira, o objetivo é que esses resultados ajudem a compreender melhor os mecanismos 

subjacentes que controlam o processo de diferenciação, na busca da regeneração de 

tecidos e por terapias baseadas em células-estromais mesenquimais. 

Avaliação da recuperação metabólica de animais diabéticos após implante 

subcapsular renal de CPIs 

Nas últimas décadas, o diabetes mellitus (DM) tornou-se um dos principais 

problemas de saúde pública em todo o mundo (Shaw et al., 2010) e contribui 

significativamente para o aumento de casos de cardiopatia isquêmica e acidente vascular 

cerebral que, coletivamente, representam altas taxas de morbidade e mortalidade entre os 

pacientes adultos (Lozano et al., 2012). Assim, a identificação de células-estromais 

mesenquimais, que possuem o potencial de se diferenciar em CPIs, se apresentava como 

uma boa alternativa como terapia celular. Embora o transplante de CPIs seja considerado 

um tratamento mais promissor para o DM1, ainda existem conflitos em relação aos 

protocolos, à sua imunogenicidade e tumorigenicidade (Choi et al., 2003; Hess et al., 

2003). 

Na primeira fase in vitro do nosso estudo, podemos observar que se obteve com o 

protocolo IPC/PII células mais maduras, e com um perfil secretório de insulina 

satisfatório. A partir destes resultados, se decidiu observar a funcionalidade celular das 

CPIs em animais diabéticos induzidos com STZ (DM1). Em nosso estudo podemos 

observar que as CPIs implantadas na região subcapsular renal (SR) foram capazes de 

secretar insulina funcional, confirmada pela presença de peptídeo C sérico e pela redução 

da hiperglicemia nos animais com DM1. O espaço SR foi escolhido como opção para o 

implante das CPIs, por ser um local comumente utilizado no implante de células 
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experimentais (Gabr et al., 2013; Paz et al., 2011; Xin et al., 2016b), sendo uma 

abordagem com potencial para uma futura aplicação clínica. Nossos achados indicam que 

as CPIs derivadas de gordura, obtidas com um protocolo simples e rápido, foram capazes 

de reduzir (embora parcialmente) a hiperglicemia no DM1. De acordo com a literatura, 

outros trabalhos também obtiveram efeito similar sobre o controle da glicemia, mesmo 

utilizando protocolos mais longos de diferenciação e na presença mais indutores (por 

exemplo, (Kondo et al., 2017)). Este resultado indica que as CPIs geradas a partir do 

protocolo IPC/II foi capaz de melhorar a hiperglicemia dos animais DM1, e que a região 

SR se mostrou promissora para terapia celular. 

Avaliação da neuroproteção hipocampal de animais diabéticos após implante 

subcapsular renal ou subcutâneo de CPIs  

Numerosos locais foram propostos e testados para a implantação celular, tanto 

experimentalmente como em alguns casos clinicamente, incluindo o fígado, subcapsula 

renal, baço, pâncreas, parede gastrointestinal e espaços subcutâneos. Embora alguns 

locais alternativos possam ser vantajosos em modelos experimentais, sua viabilidade e 

tradução para ambientes clínicos ainda são limitados (Cantarelli and Piemonti, 2011).  

A partir dos nossos resultados satisfatórios com o implante das células CPIs na 

região SR em animais diabéticos, decidiu-se então comparar também com a implantação 

no tecido subcutâneo (SC) da região cervical dorsal do rato. Dos locais de transplantes 

alternativos estudados até hoje, o espaço SC pode ser considerado atraente por várias 

razões. O local SC oferece potencial para acesso à biópsia, além de ser cirurgicamente 

fácil para a implantação celular. No entanto, uma de suas limitações é seu baixo fluxo 

sanguíneo, o que pode comprometer consideravelmente a função do enxerto (Rajab, 

2010). 
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A terapia celular é um campo dinâmico e se bem sucedido pode levar a uma 

melhora do controle glicêmico no DM1. Embora muitos estudos tenham investigado o 

local ideal de implantação de CPIs para reverter a hiperglicemia, nenhum deles comparou 

os locais de implantação com o objetivo de reduzir os efeitos deletérios no SNC causados 

pelo DM1. Para tanto, modelos animais têm contribuído imensamente para a 

compreensão das alterações bioquímicas e funcionais, incluindo alterações 

neuroquímicas particularmente relacionadas com o comprometimento cognitivo e, até 

mesmo, demência no DM1 (Duarte et al., 2012; Nardin et al., 2016; Wang et al., 2012; 

Zanotto et al., 2017). 

Para avaliar os efeitos com a implantação das CPIs na cognição dos animais com 

DM1, fizemos uso de um teste comportamental amplamente utilizado para acessar 

memória declarativa em roedores, que se baseia na tendência natural do animal em 

explorar mais o objeto novo em detrimento ao familiar num contexto conhecido, o teste 

de reconhecimento de objetos (RO) (Clark et al., 2000). A maior parte dos estudos 

realizados para a avaliação da cognição em roedores têm como alvo o hipocampo, por se 

tratar de uma estrutura-chave para a memória e cuja integridade e função é muito afetada 

no DM1 (Nardin et al., 2016). 

Alterações gliais específicas frequentemente precedem os sinais histopatológicos 

das demências e estas alterações são mantidas com a progressão da doença (Nagayach et 

al., 2014; Nardin et al., 2016; Orre et al., 2014). A GFAP é um marcador conhecido da 

reatividade dos astrócitos, e seu conteúdo traz indícios de como estão os astrócitos em 

relação a doença. Outra proteína astrocitária estudada neste trabalho é a S100B. Esta 

proteína é secretada por astrócitos e tem sido proposta como moduladora da 
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neuroinflamação em doenças neurodegenerativas, incluindo a DA e também o DM1 

(Biasibetti et al., 2017; Donato et al., 2009; Wilcock and Griffin, 2013). 

Marcadores bioquímicos no SNC mostraram que o modelo DM1 não afetou 

estruturalmente as sinapses, uma vez que não foi observada diferença no conteúdo de 

sinaptofisina (proteína na sinapse neuronal). Provavelmente, o déficit cognitivo 

observado se deve a um déficit na sinalização neuronal, que deve ser mais investigado. 

Ao mesmo tempo, os implantes de CPIs melhoraram uma aparente hipofunção astroglial 

em consequência do DM1, uma vez que encontramos um aumento no conteúdo 

hipocampal de S100B, especialmente no grupo SC. Por outro lado, apesar do diabetes, 

por si só, não ter efeito sobre a GFAP, ambos os locais do implante causaram uma redução 

na GFAP avaliada no hipocampo. O fato de implantes de CPIs terem causado redução da 

GFAP pode indicar um rearranjo astrocítico para adaptar os sinais das células migradas, 

o que precisa de uma investigação mais profunda. 

A hiperglicemia desregulada ou prolongada pode levar à formação de produtos 

finais de glicação avançada (AGEs), produzidos a partir de processos não-enzimáticos de 

glicação e glicoxidação, criando um ambiente pró-oxidante (Vlassara and Uribarri, 2014). 

A glicotoxicidade é uma das causas de quase todas as complicações do DM1 não tratado, 

tanto periférica quanto centralmente (Wu and Yan, 2015). Nossos resultados mostraram 

que, como esperado, os ratos diabéticos apresentaram aumento nos níveis séricos de 

AGEs e, curiosamente, após a implantação das CPIs em ambos os sítios, os AGEs séricos 

retornaram aos níveis do controle. Esse efeito pode ser resultado provavelmente devido à 

presença de ADSCs remanescentes na diferenciação das CPIs, que podem ter o 

comportamento de depuração autofágica (Hu et al., 2019). As ADSCs são capazes de 

remover proteínas anormais ou aminoácidos glicados, promovendo o reparo celular in 
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vivo (Park et al., 2014). Embora os mecanismos das ADSCs nessa atividade de autofagia 

e capacidade de eliminação de AGEs no DM1 ainda não sejam claros, a capacidade de 

autofagia foi observada na remoção de AGEs em feridas diabéticas (Han et al., 2017), 

removendo o β-amilóide intracelular no SNC (Shin et al., 2014), remoção de células 

epiteliais pulmonares anormais (Jung et al., 2013; Zhou and You, 2016) e alívio de danos 

às células beta (Zhao et al., 2015). 

Considerando o fato de que os resultados benéficos no SNC não vieram da 

melhora da hiperglicemia, hipotetizamos um efeito putativo das ADSCs presentes nos 

enxertos celulares. Os benefícios do uso das ADSCs no tratamento de distúrbios 

cognitivos foram bem documentados. Tratamentos com MSCs em modelos animais da 

doença de Alzheimer (Cui et al., 2017; Zheng et al., 2017), bem como o efeito de 

exossomos derivados de MCSs (T.-S. Chen et al., 2019; Cui et al., 2018), também em 

déficits cognitivos em consequência do DM (Nakano et al., 2016). 

Em nosso estudo, as células implantadas no SC melhoraram com sucesso o 

comprometimento cognitivo e os parâmetros bioquímicos no hipocampo, como S100B e 

GFAP. Quando os parâmetros periféricos foram observados, ambos os locais de 

implantação causaram melhora da hiperglicemia e possivelmente uma depuração 

autofágica do AGEs séricos. Interessantemente, apesar de não termos observado uma 

completa reversão da hiperglicemia, como desejado, foi possível ter um efeito benéfico 

nos danos causados no SNC.  

Avaliação da presença de células ADSCs obtidas de ratos transgênicos para 

proteína fluorescente verde em tecidos remotos, particularmente pâncreas e 

hipocampo  
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Como observamos que mesmo quando os locais de implantação apresentavam 

comportamentos periféricos diferentes, como por exemplo os níveis séricos de peptídeo 

C, os parâmetros bioquímicos no SNC e principalmente a memória de reconhecimento de 

objetos (RO) tiveram curiosamente um padrão inverso. O grupo com CPIs implantados 

na região SC tiveram uma melhora na memória de curto e longo prazo avaliados pelo 

teste de RO, além de uma melhora nos parâmetros bioquímicos. Acreditamos que em 

nossa preparação de CPIs ainda hajam ADSCs indiferenciadas, estas capazes de migrar 

para sítios remotos (Kurtz, 2008; Schmidt et al., 2006). É sabido que nenhum dos 

diferentes protocolos de diferenciação resulta em 100% de células diferenciadas (por 

exemplo, (Gabr et al., 2014; Xin et al., 2016b). Portanto, nossa estratégia de implante (4 

x 106 células diferenciadas / rato) pode não possuir as CPIs suficientes para uma reversão 

completa do DM1, mas contribuíram para uma reversão total do comprometimento 

cognitivo observado com o implante das CPIs na região SC. Uma vez que foi observada 

esta melhora da cognição dos animais diabéticos, decidiu-se avaliar a possível presença 

de células CPIs-GFP+ em tecidos remotos, como no hipocampo, pulmão e pâncreas e 

observar a composição celular do enxerto no local do implante ao longo do tempo, dois e 

quatorze dias após o implante celular. 

 Uma habilidade das MSCs particularmente interessante é a sua capacidade 

de homing, permitindo que as células naveguem para sítios com lesão e inflamação. 

Acredita-se que as MSCs exerçam comportamento migratório semelhante ao dos 

leucócitos em relação à capacidade de resposta a citocinas e a capacidade de migração 

transendotelial (Majumdar et al., 2003; Rüster et al., 2006). Esse recurso distinto de 

migração e homing permite a aplicação de estratégias minimamente invasivas para a 

prática clínica, facilitando uma ampla implementação de novos protocolos de tratamento 

baseados na terapia celular. Por outro lado, a administração sistêmica de MSCs, por 
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exemplo intravenosa (IV), pode levar a eventos adversos como embolia pulmonar (Boltze 

et al., 2015) ou microembolismo cerebral (Cui et al., 2015). Enquanto o comportamento 

de homing tem sido bem descrito em vários cenários, a clareza sobre mecanismos 

definidos e a regulação da migração de MSCs ainda não está clara (Nitzsche et al., 2017). 

Ambos os sítios de implantação escolhidos neste estudo tiveram o intuito de eliminar 

possíveis efeitos deletérios, sendo as regiões de implante SR e SC melhores opções. 

Observando órgãos remotos após o implante de células GFP+, observamos que a 

migração celular ocorreu a partir dos dois locais de implantação, mas com diferentes 

perfis de distribuição. Após dois dias da implantação, as células na região SC foram 

capazes de migrar não apenas para os pulmões, mas também para outros órgãos, como 

pâncreas e o cérebro. Acreditamos que no implante de SR as células permaneceram in 

situ devido ao espaço mais restrito da cápsula. As células GFP+ também foram 

encontradas no hipocampo após o implante nos dois locais, SC e SR, mas apenas em um 

pequeno número ao redor dos vasos sanguíneos. Supomos que esse resultado seja 

coerente, uma vez que dois dias é um período relativamente curto para ocorrer uma 

migração celular completa (Kalimuthu et al., 2017). 

O cenário observado duas semanas depois foi notavelmente diferente. Nos locais 

de implante de SR e SC, encontramos um grande número de células GFP+. Observou-se 

uma população celular diversa, células tipo adipócitos/GFP+ e CPIs que mantiveram sua 

morfologia comparada a dois dias após o implante. No entanto, houve claramente uma 

redução do enxerto de CPIs nos dois locais de implantação, o que pode ser explicado por 

estudos anteriores que mostraram que a hipóxia no enxerto pode induzir a diferenciação 

celular e que aproximadamente 50% dos CPIs da massa do enxerto pode ser perdida 

dentro de uma semana após o implante (Faleo et al., 2017). Curiosamente, essa ideia de 
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migração foi confirmada quando encontramos várias células GFP+ no hipocampo dorsal, 

nas regiões CA1 e DG, o que está de acordo com a melhora na cognição e dos parâmetros 

astrocitários no SNC após o implante na região SC. Após o implante da região SR, foram 

encontradas apenas algumas células GFP+ ao redor dos vasos sanguíneos e em quantidade 

reduzida quando comparadas ao implante SC. 

De fato, os resultados aqui apresentados, examinando o destino das CPIs/GPF+, 

revelaram que as células foram capazes de trafegar para o SNC, encontradas 

principalmente na região do hipocampo. No entanto, no nosso estudo não exploramos a 

expressão de moléculas e receptores de homing envolvidos na quimiotaxia e na migração 

celular das CPIs, e dessa maneira não podemos explicar como de fato ocorreu essa 

migração. 

Podemos, sim, inferir que a melhora cognitiva observada pelo teste RO 

possivelmente está relacionada com as CPIs/GFP+ encontradas no SNC. Outro fato que 

corrobora, é de que mesmo com a melhora da hiperglicemia dos animais, o diabetes não 

foi revertido, o que nos leva a crer que o efeito benéfico se deve às ADSCs e não a um 

efeito periférico relacionado à secreção de insulina. Portanto, investigações sobre os 

efeitos regulatórios e das citocinas relacionadas à migração das ADSCs/CPIs são 

necessárias para o entendimento completo do efeito benéfico observado no SNC. 

Diferenciação de ADSCs para adipócitos com a finalidade de estudar da 

expressão e secreção de S100B 

O tecido adiposo é um dos maiores compartimentos corporais com vários papéis 

fisiológicos, incluindo manuseio de lipídios e secreção hormonal. É responsável pelo 

armazenamento de gordura como triglicerídeos (via lipogênese) durante períodos de 

excesso de energia, e pela mobilização de triglicerídeo (via lipólise) durante períodos de 



135 
 
 

déficit calórico (Ahmadian et al., 2010). A lipólise é um processo altamente regulado e é 

disciplinado pelo sistema nervoso, hormônios (por exemplo, insulina e catecolaminas) e 

fatores parácrinos/autócrinos (por exemplo, adenosina, prostaglandinas, óxido nítrico e 

TNF-𝛼) (Viswanadha and Londos, 2008). A cultura de células estromais mesenquimais 

em um meio de diferenciação de adipócitos, dá origem ao acúmulo de gotículas de 

lipídeos em pré-adipócitos (Ghorbani et al., 2014). O uso de células adipo-diferenciadas 

a partir de MSCs, em geral, apresenta vantagens e limitações semelhantes em comparação 

com estudos sobre linhagens celulares de pré-adipócitos. Como a fração de MSCs contém 

vários tipos celulares, esse modelo pode imitar condições in vivo de complexidade do 

tecido adiposo mais próximas do que o método de cultura de linhagem celular de pré-

adipócitos (Poulos et al., 2010). 

A S100B é uma proteína de ligação ao cálcio encontrada em altos níveis no SNC, 

majoritariamente em astrócitos (Boyes et al., 1986) e perifericamente no tecido adiposo 

(Haimoto et al., 1987; Michetti et al., 1983). No SNC, a S100B está localizada em grande 

parte nas células da glia e pode atuar como fator neurotrófico ou como uma citocina 

inflamatória por meio de sua atividade no receptor de produtos finais de glicação 

avançada (RAGE) (Donato et al., 2009; Huttunen et al., 2000). Os níveis cerebrais de 

S100B aumentam durante doenças neurológicas e traumas em humanos e em modelos 

animais (Kleindienst et al., 2013; Rothermundt et al., 2003). Evidências adicionais sobre 

o papel da S100B como citocina derivada do tecido adiposo, ou como adipocina, vêm de 

dados que demonstram que os níveis circulantes de S100B estão positivamente 

correlacionados com o índice de massa corporal em indivíduos humanos (Gross et al., 

2010; O’Connell et al., 2013; Steiner et al., 2010). Mas o entendimento sobre a 

distribuição e regulação fisiológica da S100B no tecido adiposo ainda é desconhecida. O 

atual conhecimento sobre a S100B não exclui o uso dessa proteína no soro como 
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marcador de lesão cerebral ou atividade astroglial, mas recomenda-se cautela ao discutir 

o significado de alterações nos níveis séricos, onde a S100B poderia funcionar como um 

adipocina, uma citocina neurotrófica ou uma alarmina. 

Para um melhor entendimento da importância da S100B sérica ainda há a 

necessidade de um método in vitro que reproduza o comportamento do tecido adiposo, e 

assim se possa avaliar a sua resposta a diferentes estímulos a longo prazo. Nosso estudo 

teve como objetivo avaliar a expressão da proteína S100B e a funcionalidade das células 

adipo-diferenciadas frente a diferentes estímulos. Até este momento podemos especular 

possíveis mecanismos de regulação no tecido adiposo. Como descrito no capítulo 3, 

nossos resultados preliminares podem ser resumidos abaixo, organizados em forma de 

tabela para uma melhor compreensão. 

 S100B Captação 

Glicose 

Relação/ 

Metabolismo 

Discussão Ref. 

[Glicose]  na ? Ambiente in vitro, 

comportamento para 

economizar energia. 

(Steiner et al., 

2014) 

Lactato  ~ Lipólise Exercício 

Lactato 

S100B 

(Dietrich et 

al., 2003; 

Stocchero et 

al., 2014) 

Forskolina  na Lipólise AMPc (Pinto et al., 

2000) 

Adrenalina   Lipólise AMPc 

A S100B liberada aumenta a 

captação de glicose. 

(Berlin et al., 

1990; Suzuki 

et al., 1983) 

Insulina   Lipogênese AMPc (Suzuki and 

Kato, 1985) 

Leptina ~ na ? Correlação positiva: 

IMC/S100B/Leptina 
(Steiner et al., 

2010) 

S100B na  Lipogênese No SNC, a S100B estimulada 

por insulina atua como 

feedback negativo, no tecido 

adiposo, tanto a S100B quanto a 

insulina agem estimulando a 

captação de glicose. 

(Wartchow et 

al., 2016) 
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na: não avaliado. 

A S100B foi encontrada expressa em adipócitos (Michetti et al., 1983a) e 

secretada por adipócitos tratados com noradrenalina e adrenocorticotropina (ACTH) 

(Suzuki et al., 1984). A insulina reduziu a secreção de S100B induzida por isoproterenol 

e ACTH a partir de adipócitos isolados, e a liberação de S100B diminuiu 50% na camada 

de gordura obtida de ratos tratados com insulina (Suzuki and Kato, 1985), o que corrobora 

com os nossos achados. O conteúdo de S100B no tecido adiposo de ratos diabéticos ou 

em jejum a longo prazo foi significativamente menor do que o de ratos controle (Suzuki 

and Kato, 1985), sugerindo que a insulina pode promover o acúmulo de S100B nos 

adipócitos. No entanto, o soro de ratos em jejum continha duas vezes mais S100B do que 

os ratos de controle (Netto et al., 2006), provavelmente resultantes da secreção sob a ação 

dos hormônios lipolíticos. No entanto, o jejum de longo prazo em meninas com anorexia 

nervosa demonstrou levar à diminuição dos níveis séricos de S100B (Holtkamp et al., 

2008) por um mecanismo que ainda precisa ser elucidado. 

Os adipócitos contêm altos níveis de S100B e ensaios in vitro indicam uma 

secreção modulada deste por hormônios que regulam o metabolismo da glicose. Embora 

o significado biológico da S100B extracelular do tecido adiposo ainda não está claro, é 

provável que este tecido possa ser uma fonte importante de S100B no soro em situações 

relacionadas, ou não, a danos cerebrais. Portanto, este estudo abre portas para um melhor 

entendimento da relação do tecido adiposo com diversas doenças como o DM1 e a DA, e 

mostra ser uma boa alternativa de estudo in vitro da S100B. As razões para todos os 

efeitos aqui observados exigem experimentos adicionais, pois qualquer interpretação 

destes dados é, até o presente momento, especulativa. 
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7  CONCLUSÕES 

O DM1 é uma doença complexa devido ao seu caráter autoimune e, portanto, a 

abordagem terapêutica necessita ser multifacetada. O uso de CPIs mostra ser uma 

promissora alternativa para se alcançar efeitos duradouros, e assim o uso cada vez menor 

de insulina exógena. Contudo, ainda existem muitas questões a serem resolvidas e há a 

necessidade de mais investigação.  

Com o nosso estudo podemos observar que é possível gerar células CPIs 

funcionais, tanto in vitro como in vivo com um protocolo rápido e de fácil execução. Este 

desafio foi pensado em entender melhor o processo de diferenciação, indutores e vias, e 

assim gerar implantes mais eficazes para o tratamento do DM1. 

Quando se fala sobre implante, outra questão importante e que pode definir o 

sucesso do tratamento é o sítio de implantação. Nós observamos que o local do SC tem 

uma vantagem logística significativa, além de ser minimamente invasivo, podendo ser 

considerado uma poderosa via terapêutica para a terapia celular. Portanto, os nossos dados 

contribuem para o entendimento da geração de CPIs a partir de tecido adiposo autólogo 

e a preparação de implantes eficazes dessas células, reforçando o uso de ADSCs na 

medicina regenerativa para complicações tanto periféricas quanto centrais no DM1. 

Por fim, alterações do tecido adiposo particularmente a resistência à insulina, 

parece estar envolvida em muitas doenças incluindo o DM1. Contudo, a relação do 

conteúdo e da secreção de S100B no tecido adiposo até agora não foi investigada. Logo, 

o nosso estudo contribui para um entendimento futuro das alterações séricas de S100B, e 

a sua possível relação com o DM1. 
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8  PERSPECTIVAS  

Terapia celular com a implantação de CPIs e ADSCs 

Complementar o estudo de migração celular com as CPI/GFP+ e com 

ADSCs/GFP+ na melhora cognitiva dos animais DM1. Avaliar assim a possível 

diferenciação celular local e a secreção de fatores tróficos, principalmente na região 

no hipocampo. 

Estudo in vitro da secreção de S100B com cultura adipo-diferenciada 

  Investigação do proposto eixo S100B/RAGE na inflamação induzida pela 

obesidade, e a influência do receptor TLR-2 na obesidade e sua relação as infecções 

virais. 
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10. ANEXO  

Figuras em melhor qualidade 
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Capítulo 1. 

Figura 1. 
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Figura 2. 
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Figura 3. 
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Capítulo 2. 

Figura 5. 
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Figura 6. 
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Figura 7. 

 


