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“A ciéncia € a disposicao de aceitar os fatos mesmo quando eles sdo opostos aos desejos”.
(Burrhus Frederic Skinner)
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RESUMO

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma sindrome autoimune &rgao-especifica
caracterizada pela destruigao seletiva de células 3 que leva a morte celular. A DM1 ¢ a causa
de mais de 5% do total de mortes na populacdo por ano e sdo poucas as estratégias de
tratamento disponiveis. As linhagens celulares, sdo amplamente utilizadas nos estudos da
DM1 como um modelo in vitro. A linhagem celular derivada de insulinoma murino,
chamada de MING, assemelha-se as ilhotas de camundongo. Sendo assim, pesquisadores
comprovaram que estas células apresentam caracteristicas funcionais semelhantes as células
B-pancredticas em resposta a glicose e a outros secretagogos. Através de agregacao
esponténea e crescimento tridimensional, estas células formam as pseudoilhotas (Pls). A
frutose-1,6-bisfosfato (FBP) é um acUcar bifosforilado, que apresenta duas estruturas
anoméricas denominadas a ¢ B furanose. J& sdo conhecidas algumas a¢des importantes da
FBP, como: acdo citoprotetora, antioxidante e anti-inflamatéria. Com base no descrito, o
objetivo deste estudo foi avaliar a possivel acdo citoprotetora da FBP sobre células MING,
cultivadas em monocadas e como pseudoilhotas. Para tal, foram avaliados os efeitos do
tratamento com diferentes concentracdes (0,30 mM, 0,62 mM e 1,25 mM) de FBP sobre a
viabilidade, proliferagdo e sintese de insulina em células MIN6. Também foram
determinados os efeitos da FBP na formacdo, crescimento e viabilidade das Pls. MIN6 Os
resultados mostraram, que em qualquer das doses testadas, a FBP aumentou a adeséo das
células MING. No entanto, os tratamentos com 0,62 e 1,25 mM de FBP provocaram uma
inibicdo significativa da proliferagdo. A sintese de insulina foi detectada por
imunocitoquimica e sua secrecdo basal estimulada por glicose determinada por ELISA.
Como esperado, a formacdo e o crescimento de Pls é tempo dependente, tanto nas culturas
controle como nas tratadas com FBP. Nas culturas tratadas com FBP, a formacédo de Pls
maiores (150-300 um) foi menor que nas culturas controle. A incorporacdo de iodeto de
propideo mostrou um aumento da porcentagem de celulas inviaveis nas culturas de Pls
tratadas com 1,25 mM de FBP, sendo citotdxica nessa concentragdo. Embora ainda sejam
necessarios mais estudos para aprofundar o conhecimento da atividade citoprotetora da FBP
em outros modelos celulares e em ilhotas pancreaticas, nossos resultados mostram que em
monocamadas e Pls, da linhagem celular MING utilizadas nos experimentos, que a FBP nédo
apresentou atividade citoprotetora.

Palavras-chave: diabetes mellitus, pseudoilhotas, frutose-1,6-bisfosfato, MING, células
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ABSTRACT

Diabetes mellitus type 1 (DM 1) is an organ-specific autoimmune syndrome
characterized by the selective destruction of  cells that leads to cell death.The DML1 is the
cause of more than 5% of all deaths in the population per year and there are few treatment
strategies available. Cell lines are widely used in studies of DM1 in vitro model. The cell
line derived from a mouse [ insulinoma MING6 is similar to the mouse islets. Studies of these
cells exhibit functional characteristic similar to pancreatic 3-cells in response to glucose and
other secretagogues. Spontaneous aggregation and tridimensional growth those cells form
the pseudoislets (Pls). Fructose-1,6-bisphosphate (FBP) is a biphosphorylated sugar with
two anomeric forms designated o and 3 furanoses. Important actions of FBP as antioxidant,
cytoprotective and anti-inflammatory. Based on the described, in this work, our objective is
evaluate the cytoprotective effect of FBP on MING cells in monolayer and pseudoislets
agregate cells. The effects of FBP with different concentrations (0.30 mM, 0.62 mM and
1.25 mM) in MING cells on the proliferation, viability and insulin synthesis. We also
determined the effects of FBP in the formation, growth and viability of Pls. The results
showed that all doses of FBP tested increased adhesion on MING6 cells. However, the
treatment with 0.62 and 1.25 mM of FBP causes a significant decrease in cell proliferation.
Insulin synthesis detected by immunocytochemistry, basal and glucose-stimulated insulin
secretion was determined by ELISA. As expected, Pls formation and growth is time
dependent in the control cultures and treated with FBP. In cultures treated with FBP the
formation of larger (150-300 pum) PlIs was lower than in control cultures. Propidium iodide
incorporation showed an increasing percentage of nonviable Pls cells in cultures treated with
1.25 mM of FBP, including cytotoxic. More studies are required to deepen understanding of
the role of cytoprotective activity of FBP in other cell types and in pseudoislets, but our
results indicate in cell line MING6, monolayers and pseudoislets, that FBP did not show
cytoprotective activity.

Key-Words: diabetes mellitus, pseudoislets, fructose-1,6-bisphosphate, MING, B cells

viii


https://www.google.com.br/search?q=Diabetes+mellitus+type+1+%28DM+1%29+is+an+organ-specific+autoimmune+syndrome+characterized+by+the+selective+destruction+of+%CE%B2+cells+leads+to+cell+death.&spell=1&sa=X&ei=G5k2VYzUMciYsAWP-oH4Cg&ved=0CBoQBSgA
https://www.google.com.br/search?q=Diabetes+mellitus+type+1+%28DM+1%29+is+an+organ-specific+autoimmune+syndrome+characterized+by+the+selective+destruction+of+%CE%B2+cells+leads+to+cell+death.&spell=1&sa=X&ei=G5k2VYzUMciYsAWP-oH4Cg&ved=0CBoQBSgA

LISTA DE ABREVIATURAS

ABTO Associacéo Brasileira de Transplante de Orgéos
ADA American Diabetes Association

APCs Células apresentadoras de antigenos
ATP Adenosina trifosfato

cDNA Acido desoxirribonucléico complementar
DCCT Diabetic Control and Complication Trial
DNA Acido desoxirribonucléico

DM Diabetes mellitus

DM1 Diabetes mellitus tipo 1

DM2 Diabetes mellitus tipo 2

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium
DMG Diabetes mellitus gestacional

FBP Frutose-1,6-bisfosfato

FN Fibronectina

GLUT Transportador de glicose

GLUT 2 Transportador de glicose — 2

HEPES Acido N-2-Hydroxyethylpiperazine-N'-2'-ethanesulfonic
IEQ Equivalente de ilhotas pancreéaticas

IDF International Diabetes Federation

IFN -y Interferon gama

IL Interleucina

IL-1B Interleucina 1 Beta

IL-6 Interleucina 6

IP-10 Indutor de proteina -10



INS1 Gene da insulina 1

KRB Tampéo Krebs-Ringer

LDH Lactato desidrogenase

MCP-1 Proteina quimioatraente de macréfagos-1

MING6 Linhagem celular derivada de células B de insulinoma de camundongo
MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina
NADP Fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida
NF-«kp Fator nuclear kappa beta

NO Oxido nitrico

OMS Organizacdo mundial de saude

pb Pares de bases

PBS Solucdo tamponada com fosfato

PCR Reacdo em cadeia da polimerase

Pl Pseudoilhota

RT Transcricdo reversa

ROS Espécies reativas de oxigénio

SSP1 Fator de transcricdo especifico da polimerase - 1
TCA Acido tricloroacético

TGF-B1 Fator de transformacdo do crescimento - 1

TNF Fator de necrose tumoral

uv Ultravioleta

uw Universidade de Wisconsin

WHO World Health Organization



PARTE I



1 INTRODUCAO

A incidéncia global do diabetes mellitus (DM) tem aumentado nos ultimos anos,
tornando-se uma das doengas mais comuns entre patologias cronicas. Estima-se que cerca
de 50% dos individuos com diabetes ainda nio receberam o diagnostico da doenca, sendo
que anualmente 4,8 milhdes de pessoas morrem devido complicagdes (IDF, 2014) e
atualmente, no mundo, 347 milhdes de pessoas séo afetadas pelo diabetes (WHO, 2015).

Essa é uma doenca que traz elevados custos aos sistemas de salde (ADA, 2013).
Atualmente, sdo gastos 612 bilhdes de dolares para tratamentos de sadde de individuos com
DM no mundo. No Brasil, em 2014, o gasto destinado ao tratamento da diabetes foi,
aproximadamente, 22 bilhdes de dolares e de 30 bilhdes de dolares para toda América Latina
(IDF, 2014).

Sabe-se que os gastos relacionados a saude sao cinco vezes maiores em individuos
diabéticos quando comparados aos dos ndo diabéticos. Isto ocorre porque diabéticos
apresentam complicacdes a longo prazo como ataque cardiaco, acidente vascular cerebral,
cegueira, faléncia renal e amputacdes, o que ampliam os gastos com o tratamento (YACH et
al, 2006).

O diabetes, ao longo da historia, representou uma condicéo clinica fatal que, com o
advento da terapia com insulina exdgena, ha cerca de 80 anos, transformou-se em uma
doenca crénica (ELIASCHEWITZ, 2009). Alterac6es do estilo de vida que ocorrem com a
globalizacdo, com o crescimento e o envelhecimento populacional, tém aumentado a
prevaléncia do DM (WHO, 2013).

O DM néo é uma Unica doenca, mas um grupo de doencas metabolicas caracterizadas
pela hiperglicemia e resultante de defeitos na secrecdo de insulina, acdo da insulina, ou

ambos, caracterizando entdo a hiperglicemia cronica. O DM ¢€ frequentemente acompanhado



de outras alteracbes, como dislipidemias, hipertensdo arterial, obesidade e disfungéo
endotelial (ADA, 2011).

O DM, se néo tratado e acompanhado de forma adequada, geralmente progride para
0 aparecimento de complicacgdes crdnicas, que comprometem a produtividade, a qualidade
de vida e a sobrevida (SBD, 2007).

O tratamento do DM tem como objetivo a manutencdo da normoglicemia frente as
variagBes da ingesta alimentar. O objetivo principal dessa terapia é proporcionar uma
quantidade adequada de insulina para normalizar o metabolismo intermediario, reduzir
lentamente a concentracdo sanguinea de glicose, restaurar as perdas hidricas e eletroliticas,
corrigir a acidose e identificar os fatores precipitantes, além de reduzir a concentracao de
glicose plasmatica (GRUN, 2012).

O uso de solugdes preservadoras de orgaos em transplantes € indispensavel. Nesse
sentido, Hirokawa et al., em 2002, publicou o seguinte: “a evolu¢do dos transplantes
depende, mais propriamente dos progressos nos métodos de preservacdo de 6rgdos do que
das técnicas de cirurgia e imunossupressao” (HIROKAWA, 2002).

Com a auséncia da circulacdo sanguinea, as células mudam do metabolismo
aerobico para o anaerdbico, e isto exige mais substrato energético para gerar ATP. O
resultado € rapido, ocorre o esgotamento da energia intracelular, acimulo de metabdlitos
toxicos e acido lactico. Entdo a membrana celular despolariza devido a falta de ATP,
ocorrendo a entrada de sodio, saida de potassio e consequentemente a integridade celular é
perdida. A finalidade da preservacdo de 6rgados é prevenir ou impedir estas mudancgas o mais
breve possivel (WATSON; DARK, 2012).

A frutose-1,6-bisfosfato (FBP) € uma substancia que esta sendo estudada ha algum
tempo e vem apresentando bons resultados como protetor celular em diversas situagdes

clinicas (SOUTHARD,1990). Varios estudos demonstram que, por se tratar de uma



substancia oriunda da degradacdo fisioldgica da glicose, a FBP apresenta baixa toxicidade e
pode ser um importante constituinte de novas formulacdes de solugdes de preservacao de
6rgdos para transplante.

Este trabalho, pretende abordar a acdo da FBP na proliferacdo, viabilidade, sintese e
secrecdo de insulina na linhagem celular MING, uma linhagem derivada de células B de
insulinoma de camundongo. Também, serdo analisados os efeitos do tratamento com FBP
sobre a capacidade da formacao de agregados tridimensionais de células MING, conhecidos

como pseudoilhotas (PI).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracterizando o problema: Diabetes

As Ilhotas de Langerhans sdo pequenas estruturas fortemente irrigadas, compostas
de quatro tipos celulares principais: células a, células B, células c e células PP, responsaveis
pela fungdo endocrina do pancreas, pois produzem os hormoénios glucagon, insulina,
somatostatina, grelina e polipeptideo pancreatico, que agem primordialmente como
importantes reguladores no metabolismo de glicose (LUCHINI,2015).

O tipo celular predominante nas ilhotas ¢ o das células 3, que constituem cerca de
60% das ilhotas, dependendo da espécie analisada. As células B tém como papel principal
produzir e secretar insulina, o horménio controlador dos niveis de glicose no sangue
(MATVEYENKO, 2015).

A sintese e a secrecao da molécula de insulina sao processos complexos que ocorrem
em diversas etapas e necessitam da participagdo de inumeros fatores, tais como, alguns
aminoacidos, hormonios peptidicos, nucleotideos e sobretudo, a glicose. Alguns estudos
demonstram que a glicose ¢ responsavel pela indu¢ao da maioria dessas etapas, incluindo a
transcricdo do mRNA da pré-pro-insulina, o processamento do mRNA, a estabilizacdo deste
mRNA, a tradugdo em proteina e até mesmo o processamento da pro-insulina em insulina
(RIBOLDI, 2014).

O diabetes mellitus (DM) compreende um conjunto de doencas metabdlicas
caracterizadas por hiperglicemia e sdo resultantes da secrecdo deficiente de insulina, no
mecanismo de agdo deste hormdnio ou de ambas (DIABETES CARE, 2012).

A classificacdo do DM é baseada em sua etiologia e incluem quatro classes clinicas
distintas: DM1, DM2, DM gestacional e outros tipos especificos de DM, denominados de

pré-diabetes que sdo a glicemia em jejum alterada e a tolerancia a glicose diminuida. Essas



categorias ndo sdo consideradas sinais clinicos e sim fatores de risco para o desenvolvimento
de DM e de doencas cardiovasculares (DIABETES CARE, 2010; WHO, 2013).

O DML ¢é uma sindrome autoimune drgao-especifica caracterizada pela destruicao
seletiva das células B nas ilhotas pancreaticas. Compreende um grupo clinico e
geneticamente heterogéneo de doencas que apresentam como caracteristica comum o0s niveis
elevados de glicemia e disturbios no metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas que
ocorrem devido a producéo ou acéo deficiente da insulina pelo organismo.

No DML1, as primeiras células a invadirem as ilhotas de Langerhans sdo as APCs,
seguidas pelos macrofagos e linfocitos T, causando a insulite. A insulite € caracterizada pelo
aumento da expressao de mediadores inflamatorios como: interleucina (IL)-1B, TNF-a e
IFN-y. A combinagdo dessas trés citocinas induz a expressao do receptor ou proteina de
membrana pro-apoptose (FAS) na superficie das células B e a ativacdo da via NF-«xB,
aumentando sua destruicdao autoimune (WACHLIN et al, 2003 ; OSTERBYE et al, 2010).

O DM2, também chamado de diabetes ndo insulinodependente ou diabetes do
adulto, corresponde a 90% dos casos da doenca. Ocorre geralmente em pessoas obesas com
mais de 40 anos de idade, embora, atualmente, tenha uma maior ocorréncia em jovens com
maus habitos alimentares, sedentarismo e estresse. Neste tipo de diabetes, ocorre a produgao
da insulina pelo pancreas, porém sua agdo ¢ dificultada pela resisténcia das células-alvo
associada também a variados graus de deficiéncia de secre¢do de insulina pelas células B, o
que gera a hiperglicemia (DIABETES CARE, 2010).

Por ser pouco sintomatico, o diabetes pode permanecer por longos periodos sem
diagnostico e sem o devido tratamento, isso favorece a ocorréncia de complicacdes clinicas
no paciente (DIABETES CARE, 2014).

O sucesso no tratamento faz toda a diferenca a longo prazo na vida do paciente

diabético. Dentre as estratégias de tratamento disponiveis estdo a insulinoterapia e o uso de



farmacos hipoglicemiantes orais como terapia paliativa, o transplante total de pancreas como
terapia definitiva e o transplante de ilhotas pancreéticas, ainda considerado em caréater
experimental (OLOKOBA, 2012).

O DCCT demonstrou de modo inequivoco que o controle estrito da glicemia €
importante para evitar ou retardar as complicacbes microvasculares, razdo pela qual a
insulinoterapia deve ser utilizada na sua modalidade intensiva. Deve-se preconizar a
utilizacdo da insulina basal (com uma ou mais aplicacdes diarias) associada a insulina de
acdo rapida (antes das refeicdes) em doses variaveis de acordo com o conteldo de
carboidratos a serem ingeridos na dieta e com os resultados da monitorizacao dos niveis de
glicemia no paciente (DCCT, 1993).

Estudos demonstraram que a terapia intensiva com insulina, comprovadamente,
diminui o aparecimento das complicacbes micro e macro vasculares que ocorrem no
diabetes. Além disso, o desenvolvimento dos anadlogos de insulina e de bombas de infusao
subcutanea permitiram aos pacientes um estilo de vida mais flexivel. No entanto, a terapia
intensiva com insulina esta associada a um aumento de trés vezes na incidéncia de
hipoglicemia. Mesmo com toda a evolucdo da insulinoterapia, ainda hd& um pequeno
contingente de pacientes (em torno de 5% a 10%) que apresentam flutuacdes intensas e
inesperadas de glicemia, resultando em multiplos episddios de hipoglicemia. Para estes
pacientes, o transplante de pancreas € a alternativa que esta em uso clinico e o transplante de
ilhotas pancreaticas seria uma outra alternativa ainda em desenvolvimento

(RHEINHEIMER, 2010).



2.2 Consideracdes sobre o Transplante de Ilhotas Pancreaticas

Conforme os Ultimos dados publicados da ABTO, no ano de 2014 houve uma queda
no numero de doacdes de 6rgdos comparado ao ano de 2013. Atualmente no Brasil, 462
pacientes estéo na fila de espera para um transplante de pancreas (ABTO, 2014).

A consequéncia natural da pouca oferta é a aceitacdo de 6rgdos provindos dos
chamados doadores marginais, individuos com condi¢des hemodindmicas limitrofes, idade
avancada, presenca de infiltracdo gordurosa significativa afetando a qualidade do 6rgéo,
entre outros. E de conhecimento geral que, quanto pior o estado do doador, pior a qualidade
do enxerto e do prognéstico do transplante, elevando-se as chances do mesmo ser danificado
durante os procedimentos de retirada e implante (SHAPIRO, 2011).

No ano 2000, a Universidade de Alberta no Canada desenvolveu o protocolo de
Edmonton, utilizando-o para aprimorar o transplante de ilhotas pancreaticas. Essa técnica
vem se firmando como uma alternativa eficaz para o tratamento de casos selecionados de
DM1 (SHAPIRO, 2011; BRUNI et al, 2014). A principal vantagem do transplante de ilhotas
consiste em envolver um procedimento cirirgico pouco invasivo e bastante seguro, pois
somente o tecido enddcrino (que corresponde a aproximadamente 1% a 2% do pancreas é
transplantado (SHAPIRO, 2011).

O Brasil fez seu primeiro transplante de ilhotas em dezembro de 2002, conforme os
dados da ABTO. Entretanto, a eficiéncia do transplante de ilhotas, que é ainda experimental
na maioria dos paises, € afetada pelo baixo rendimento do processo de
isolamento/purificacdo das ilhotas e pela baixa viabilidade das células ap6s o transplante
(SCHARFMANN, 2003).

A experiéncia obtida até hoje tem demonstrado que, para atingir insulino-
independéncia, é necessario transplantar um nimero suficiente de ilhotas superior a 10.000

ilhotas equivalentes (IEQ) por quilo de peso do paciente receptor (BRUNI et al, 2014). Mas,



as ilhotas comegam a ser danificadas mesmo antes da retirada do pancreas, uma vez que a
morte encefalica do doador esté relacionada com a producéo de citocinas pré-inflamatorias
como TNF, IL-1pB e IL-6, as quais induzem apoptose das células e diminuem a qualidade do
enxerto (CONTRERAS, 2003).

A secrecdo dessas citocinas depende em parte da ativacdo do NF-kB, que
consequentemente estimula a produgdo de NO por parte das células . O complexo formado
pela citocina e o respectivo receptor regula positivamente a producdo de radicais livres
dependentes de NF-«xB. Por sua vez, os radicais livres possuem efeitos nocivos nas ilhotas
pancreaticas, pois inibem a libera¢do de insulina estimulada por glicose e estimulam a
apoptose dessas celulas (LIU et al, 2011).

Outras moléculas pro-inflamatorias induzidas como receptores do tipo Toll, MCP-1
e IP-10 também contribuem para a quimioatracdo, ativacdo, proliferacdo e a subsequente
diferenciacdo de células do sistema imune ao sitio do implante, comprometendo assim, a
viabilidade do enxerto das ilhotas pancreaticas (BARBE-TUANA, 2006).

Além disso, os centros de isolamento de ilhotas, recebem pancreas cadavéricos, o
que faz com que o tempo de isquemia do 6rgdo seja acima do ideal, que seria de menos de
doze horas (LEITAO, 2008). Como a isquemia causa grandes danos ao tecido pancreatico,
o tipo de solugdo utilizada para preservagao do pancreas e diminuicao dos efeitos deletérios
da hipoxia, tem um papel importante no resultado desses transplantes (CORREA-
GIANNELLA, 2009).

O transplante de ilhotas pancreéticas deve ser considerado como um tratamento capaz
de diminuir a ocorréncia de hipoglicemias graves e melhorar o controle glicémico em alguns
pacientes diabéticos selecionados (RHEINHEIMER et al, 2010). Entre as principais

motivacdes descritas pelos candidatos para realizacdo do transplante de ilhotas, destacam-



se: a melhora da qualidade de vida, a obtencédo de insulino-independéncia e de uma dieta

sem restricdes (PERCEGONA et al, 2008).

2.3 Linhagem de células B de insulinoma de camundongo (MING6)

Recentes avangos na manipulagdo génica permitem o melhor entendimento dos
mecanismos celulares envolvidos na cultura de linhagens celulares. A utilizagdo de células
B primarias em pesquisas bioquimicas e moleculares € principalmente limitada pela
disponibilidade de tecido pancreatico endocrino (RHEINHEIMER et a/, 2010).

Para um isolamento de células pancreaticas, a purificagdo dessas células e a
manutencdo das suas caracteristicas fisioldgicas € tecnicamente exigente. A pesquisa nesta
area também se torna limitada pela diferenca celular e heterogeneidade hormonal entre os
individuos e, além disso, as células B primarias, em cultura, ndo proliferam (SKELIN et al,
2010).

O desenvolvimento de linhagens celulares a partir de tecido pancreatico de roedores
tem apresentado um progresso significativo ao longo dos anos, Wollheim e colaboradores,
em 1990, ja haviam relatado a tentativa do desenvolvimento de linhagens produtoras de
insulina na pesquisa cientifica (WOLLHEIM, 1990). Apesar de alguns sucessos, existiram
limitacdes significativas na utiliza¢do de linhagens de células B para os estudos da secre¢do
de insulina, pois essas células ou tornavam-se inadequadas para a cultura ou eram incapazes
de responder a glicose (MCCLENAGHAN, 1999).

As fontes de onde estas linhagens celulares atualmente sdo obtidas incluem:
insulinomas de origem espontanea, insulinomas induzidos por carcindgenos, insulinomas
induzidos por virus oncogénicos, insulinomas induzidos pela combinagdo de carcindgenos e

virus oncogénicos e insulinomas derivados de camundongos transgénicos, os quais
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expressam oncogenes dominantes, em especial o antigeno SV40 T sob o controle dos
promotores da insulina (DEMETERCO,2001).

Essas linhagens, oferecem a possibilidade de serem modificadas in vitro por meio de
transferéncia de genes, podendo ter suas propriedades optimizadas, além de ndo
necessitarem do emprego de matrizes extracelulares ou de fatores de crescimento necessarios
para a expansao de células [J primarias in vitro (SORIA et al, 2000). Assim, um dos grandes
objetivos da terapia gé€nica para diabetes ¢ a geracdo de fontes ilimitadas de células que
apresentem secrecao normal de insulina em resposta ao estimulo da glicose, capazes de
serem transplantadas sem a necessidade de imunossupressao sist€émica (MELLADO-GIL et
al, 2012).

Ishihara e seus colaboradores, em 1993, desenvolveram e iniciaram os estudos com
uma linhagem celular derivada de insulinoma de células  de camundongos, chamando-a de
MING6 (Transgenic C57BL/6 mouse insulinoma cell line) (ISHIHARA, et al, 1993). Em
1999, Hauge-Evans e pesquisadores comprovaram que essa linhagem se assemelha as
células B, essa linhagem expressa o antigeno T promotor da secrecdo de insulina e que pode
formar agregados celulares tridimensionais semelhante de ilhotas pancreaticas. Expressam
também o GLUT-2, o antigeno SV40, glicoquinases e respondem a acdo da glicose
(HAUGE-EVANS et al, 1999).

Embora o comportamento das linhagens celulares ndo mimetize perfeitamente a
fisiologia das células P pancredticas, elas sdo ferramentas extremamente valiosas para os
estudos subjacentes a fungdes dessas células, e podem representar uma fonte potencial em
transplantes para superar a limitada disponibilidade de ilhotas pancreaticas (SKELIN et al,
2010).

O processo de isolamento e manipulagdo de ilhotas pancreaticas ¢ simultaneamente

demorado e de baixo rendimento. Jones e Mann relataram que o processamento de um
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pancreas de camundongo, utilizando a colagenase, produz entre 300 e 500 ilhotas (JONES;
MANN, 1993). Por esta razdo, juntamente com a constante necessidade de encontrar novas
e adequadas formas para o tratamento da DMI, a atencdo tem sido dirigida para a
“bioengenharia”, com a formacdo das pseudoilhotas (PI) a partir da linhagem denominada

MING, conhecidas como “PIMING6” (KELLY et al, 2010).

2.4 Consideragdes sobre solugdes de preservacao celular em transplantes

O desenvolvimento dos transplantes e sua aplicacdo no tratamento das doencas
terminais de alguns orgéos converteram-se num dos capitulos de maior éxito na historia da
medicina e, em aproximadamente trés décadas, o transplante de o6rgdos evoluiu de um
procedimento relativamente arriscado, realizado apenas em pacientes com doenca renal
cronica em estagio final, para uma intervencéo terapéutica eficaz em pacientes com doencas
terminais do coracdo, figado, pancreas e pulmao (WATSON, 2012).

A preservacgdo de um 6rgao € a chave inicial para o sucesso do transplante e 0 sucesso
de um transplante tem como fator primordial a viabilidade do enxerto. A maior parte das
dificuldades atuais ndo se encontra na técnica cirurgica, mas no manejo da triade
preservacao-rejeicao-infecgdo. Ao preservar um 6rgdo, objetiva-se manter sua viabilidade
pelo maior tempo possivel e assegurar o seu funcionamento imediato apds o transplante
(YAMAKI, 2013).

Evitar o desequilibrio redox é a principal funcdo de uma solugdo de conservacgédo de
6rgdos em transplante e ocorre através de alguns mecanismos, como: reduzir o edema
intracelular e extracelular, prevenir a acidose intracelular, minimizar o estresse oxidativo,
restaurar o metabolismo intracelular e evitar o acimulo intracelular de céalcio (GUIBERT,

2011).
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A manutencdo de ilhotas vidveis e funcionais é critica em um transplante bem
sucedido. Durante os procedimentos de isolamento , as ilhotas estdo expostas a uma série de
insultos, incluindo isquemia, estresse oxidativo e lesdo por liberacdo de citocinas, que
causam uma redugdo na massa dessas ilhotas viaveis que foram transplantadas (KARAOZ
et al, 2010).

Trabalhos com aditivos antioxidantes e hormonais, como vitamina D, estradiol,
prolactina, monoxido de carbono, peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP 1), fator de
crescimento semelhante a insulina -1, inibidor de proteases, piruvato, proteina quinase C,
utilizados nos meios de cultura de preparacbes de ilhotas para transplante, resultam em
reducdo da morte dessas células, uma melhor recuperacéo celular apds o isolamento e melhor
funcionabilidade, representando uma estratégia minimamente invasiva para o otimizacao do
enxerto da ilhota (PILEGGI et al, 2004).

Um estudo de Karaoz e colaboradores, em 2010, utilizando o cocultivo de ilhotas
pacreaticas com celulas tronco mesenguimais, demonstrou 0s mecanismos subjacentes que
modulam a viabilidade das ilhotas pancreaticas e que podem ser atribuidos aos mediadores
paracrinos IL6, TGF-B1, SSP1 e FN secretadas pelas células tronco (KARAOZ et al, 2010).
Co-culturas com células-tronco mesenquimais podem ter um potencial protetor significativo
por meio de acBes paracrinas, tais como efeitos citoprotectores, anti-inflamatorios e anti-
apoptoticos (ICHIM et al, 2010).

Entretanto, o aumento do nimero de transplantes esta diretamente associado a
elevacdo dos custos. Dentre os itens que promovem este aumento estdo as solucdes utilizadas
para a preservacdo de 6rgdos. A solucdo mais utilizada para transplante de 6rgdos intra-
abdominais € a solucdo de preservacao desenvolvida pela Universidade de Wisconsin (UW),
com o nome comercial de ViaSpan®, embora alguns trabalhos debatam suas limitagdes

devido sua viscosidade e alta concentragdo de potassio (CAMERON; CORNEJO, 2015), a
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histidina-triptofano-cetoglutarato (HTK), com o nome comercial de Custodiol®, a solugéo
Celsior e a solucdo do Instituto George Lopez-1 (VOIGT et al, 2013). Atualmente, novas
tecnologias sdo incorporadas as solu¢@es com a descoberta de novos aditivos de preservacao.
Isso ira permitir um minimo dano celular e preservar os 6rgdos mais proximos ao estado

funcional (CAMERON; CORNEJO, 2015).

2.5 Frutose-1,6-Bisfosfato

2.5.1 Efeitos fisioldgicos: glicdlise e gliconeogénese

A frutose-1,6-bisfosfato (FBP) é um acucar bisfosforilado (Figura 1) que tem duas
estruturas estaveis anoméricas, a a e a f§ furanosa (KIRTLEY; MCKAY, 1977). Produzida
pelo organismo de forma enddgena, é classificada como um regulador metabdlico, pois é um
intermediario da rota glicolitica e participa de diversas reacdes no metabolismo energético

(HANLEY et al, 2006).
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Figura 1: Adaptacdo do diagrama esquematico da molécula de frutose-1,6-bisfosfato (LIU
et al, 2011).

A glicose ¢ a principal fonte de energia utilizada pelas células. Atraves de uma série
de reacOes catalisadas por diferentes enzimas, a glicose é metabolizada, com liberacdo de

energia. A captagdo da glicose ndo envolve gasto energético (difusdo facilitada) e é mediada
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principalmente por uma familia de proteinas transmembrana (GLUT). Apoés a ligagdo da
glicose na porgao extracelular, estes transportadores sofrem uma mudanca conformacional
que resulta no transporte desta molécula de glicose para o meio intracelular (BELL et al,
1990).

O papel da glicose € fornecer energia quimica e metabdlitos para a manutengéo e o
funcionamento dos diversos tecidos do organismo (GUYTON; HALL, 2006; ARONOFF et
al, 2004).

A oxidacdo da glicose é conhecida como glicélise ou via de Embden-Meyerhof em
mamiferos e é principal via no fornecimento de energia a maioria das células. Devido a sua
capacidade de disponibilizar ATP rapidamente e ndo depender do metabolismo oxidativo e,
consequentemente, da presenca de O, esta via assume fundamental importancia para a
sobrevivéncia celular (STANLEY; CONNETT, 1991), sendo, portanto, fortemente regulada

por varios mecanismos diferentes (BEITNER et al, 1979).

2.5.2 Efeitos protetores: uso exdgeno de FBP

O uso exbgeno da FBP, exerce efeitos em uma ampla variedade de modelos
experimentais, desde culturas de células, tecidos ou 6rgédos isolados de modelos in vivo.
Quanto aos efeitos metabdlicos, as evidéncias apontam efeitos sinérgicos deste metabolito
(ALVA, 2011).

Os efeitos descritos de FBP incluem: diminuicdo do consumo de ATP pelo aumento
da eficiéncia metabdlica (ESPANOL et al, 1998), transporte ativo e passivo transmembrana
através de canais de ions (ROIG et al, 1997). Além disso, a FBP exerce propriedades
quelantes sobre o célcio intracelular regulando, assim, a apoptose (CALAFELL et al, 2009).

Ehringer e seus colaboradores, em um estudo no ano de 2000, publicou que a FBP

pode passar através das membranas celulares. Também mostrou que a FBP, uma vez dentro
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das células do tecido cardiaco, pode aumentar o metabolismo desses cardiomidcitos. Varios
outros estudos indicam que a FBP pode atravessar a bicamada lipidica da membrana
plasmatica (HARDIN; ROBERTS, 1994).

Analises por espectroscopia de ressondncia magnética nuclear demonstraram a
metabolizacdo da 3C-FBP por segmentos das artérias cardtidas suinas (HARDIN et al,
2001). Um achado semelhante utilizando FBP em fatias de cérebro de neonatos de rato foi
relatado por Espanol e colaboradores (1998). No entanto, a permeabilidade da FBP através
da bicamada lipidica da membrana plasmatica tem sido questionada em varios estudos
(ESPANOL et al, 1998).

Por exemplo, Roig e colaboradores, em 1997, sugeriram que a FBP ndo atravessa a
membrana celular, mas sim altera o fluxo de potassio que por sua vez diminui a demanda de
ATP pela célula (ROIG et al, 1997).

A diminuicédo do fluxo de potassio por FBP também foi documentada em um estudo
realizado por Galzigna e Rigobello (GALZIGNA; RIGOBELLO, 1986).

Existem consensos controversos sobre a forma como a FBP exdgena ao ser
adicionada ao meio de cultivo, se pode entrar nas células, complementar ou preservar 0s
niveis de ATP (HANLEY et al, 2006).

Uma das conclus6es importantes de diversos estudos é que a FBP é uma molécula
solivel em &gua e pode difundir passivamente através das bicamadas da membrana
plasmatica (DIAS, 2014). A quantidade de FBP que pode mover-se passivamente atraves
das camadas da membrana é relativamente pequena. No entanto, o significado dessa
quantidade quando comparada com a concentracdo celular interna da FBP ja é consideravel.
Esta descoberta tornou-se importante no campo da preservacao de orgados, de tecidos, e das

necessidades em processos isquémicos ja abordados (LU et al, 2013).
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Em alguns trabalhos, foram descritos os efeitos protetores da FBP em lesbes
hepaticas induzidas por agentes quimicos, onde ocorreram a reversao dos danos envolvidos
na isquemia e na reperfusdo do 6rgdo (BOUDJEMA, 1991). Também efeitos benéficos nos
casos de septicemia em murinos, provocando uma diminuicao do indice de mortalidade nos
ratos quando tratados com FBP (KLEMPNAUER, 2002; BRASS, 1993). A FBP é capaz de
aumentar a sobrevida de animais submetidos a sepse experimental, diminuir a liberacdo das
enzimas hepéticas que sdo usadas como marcadores de dano, como as transaminases e a
lactato desidrogenase (DE OLIVEIRA et al, 1992; DE MELLO et al, 2011).

Os mecanismos pelos quais a FBP protege as células e tecidos ndo sdo claros. Um
possivel mecanismo de protecédo inclui o metabolismo anaerobio da FBP em gerar adenosina
trifosfato (ATP) (GOBBEL et al, 1994) ou reduzir a sua perda (GREGORY et al, 1990),
e/ou pela sua propriedade quelante de calcio na modulacdo de segundos mensageiros
(HASSINEN; NUUTINEN et al, 1991).

O mecanismo pelo qual a FBP reduz a formacdao de radicais livres pode ser decorrente
do aumento nos niveis de ATP, tendo em vista que este pode ser o regulador fisiologico da
atividade catalitica da enzima NADP, uma das enzimas responsaveis pela producdo destes
radicais (BABIOR; PETERS, 1981). A FBP inibe a formacdo de espécies reativas de
oxigénio e a ativacdo de neutréfilos (SOLA et al, 2003), reduz a proliferacéo e a viabilidade
de linfocitos T (NUNES et al, 2003) e também inibe a apoptose em hepatdcitos
(CALAFELL; BOADA et al, 2009).

Outros trabalhos mostram que a FBP é capaz de aumentar o potencial antioxidante
das células por aumentar os niveis de glutationa e a atividade da catalase (DE MELLO et al,
2011; GUIMARAES et al, 2007) e com isso, impedir a ativacdo das células estreladas
hepaticas (DONG et al, 2014). Entretanto, um estudo recente mostrou resultados

conflitantes, sugerindo que a eficacia da FBP contra hepatocarcinoma foi causada por uma
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atividade pré-oxidante, devido a uma maior producgdo de perdxido de hidrogénio ocorrido

nos experimentos (LU et al., 2013).
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3 JUSTIFICATIVA

Em estudos prévios, diversos autores relatam as propriedades terapéuticas
antioxidantes e anti-inflamatorias da FBP em modelos animais e em culturas celulares. Os
estudos demonstram que, por se tratar de uma substancia oriunda do metabolismo da glicose,
ela apresenta baixa toxicidade e pode ser um importante constituinte para novas formulagdes
de solugdes de preservacao de 6rgdos para transplante.

A liberagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e citocinas pro-inflamatérias em
culturas isoladas, contribui significativamente na diminuicao da viabilidade dessas células
(MORESCO et al., 2004). Sabendo-se que nas células em cultivo, os mediadores
inflamatdrios como citocinas, quimiocinas € ROS sao liberados e comprometem a atividade
celular, tornou-se importante considerar que a FBP possa reverter a agao desses mediadores.
Por essa razao, esse estudo tem como finalidade avaliar a acao citoprotetora da FBP sobre a

viabilidade da linhagem célular MIN6, em monocada e na formagao de pseudoilhotas.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como finalidade a avaliacao da possivel atividade protetora da FBP

sobre a linhagem celular MING.

4.2 Objetivos Especificos

1 — Objetivo 1: Implantagdo dos protocolos de cultivo de pseudoilhotas (Pls)
derivadas da linhagem celular MING6.
Meta 1 — Determinar a funcionalidade das Pls, através da avaliagdo da sintese de

insulina e capacidade de resposta a glicose.

2 - Objetivo 2: Analise do efeito protetor da FBP sobre monocamadas e na formagao
de PIs da linhagem celular MING6.

Meta 1 — Avaliar os efeitos de diferentes doses de FBP sobre o crescimento em
monocamada e na formacao de Pls, em diferentes tempos de cultura.

Meta 2 — Avaliar os efeitos da FBP sobre a formagao, crescimento e viabilidade das

Pls.
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PARTE II
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Cultura Celular da linhagem MING6

5.1.1 Monocamada de MING6
Para crescimento em monocamada, as células MING (Transgenic C57BL/6 mouse
insulinoma cell line), provenientes do banco de células do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro/RJ,
foram mantidas em garrafas para cultura célular de 25 cm? em DMEM high glucose, 1 pL
de B-mercaptoetanol, 1 % de antibidtico, 2,5 mL de L-glutamina, concentracéo de 10% soro
fetal bovino e 1 % HEPES. Todas as culturas foram mantidas em estufa a 37°C e com 5%

CO2 em incubadora umidificada e a troca de meio realizada a cada dois dias.

5.1.2 Pseudoilhotas de MING
Para formacgéo de Pls, as células MING foram semeadas na proporcédo de 2 x 10*
celulas/mL, em placas petri de plastico ndo aderentes e mantidas em cultura por 07 dias.
Utilizamos 0 mesmo meio utilizado para as monocamadas e a troca de meio era realizada
apenas no quarto dia.
ApoOs este periodo, espontaneamente formam-se estruturas tridimensionais

semelhantes a ilhotas pancreaticas, denominadas de pseudoilhotas.

5.2 Diluicdo da Frutose-1,6-Bisfosfato (FBP)

Para utilizacdo nos experimentos, a FBP (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo), foi
diluida em meio de cultivo DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) high glucose
(Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo), previamente preparado conforme recomendado pelo
fabricante. As concentragdes finais de frutose utilizadas foram: 0,30 mM, 0,62 mM, 1,25

mM. As concentracbes de FBP seguiram as propostas na literatura para atividade
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citoprotetora (OLIVEIRA, 2008; GRUN, 2012; MESQUITA, 2013; DIAS, 2014). As
andlises foram feitas em diferentes tempos ao longo dos experimentos descritos e durante 10

dias dos tratamentos das culturas. Todos os experimentos foram feitos em triplicata.

5.3 Caracterizacao funcional da linhagem celular

5.3.1 Produgéo de insulina

5.3.1.1 Extracdo de RNA Total, sintese do cDNA e expressdo do mRNA

O RNA total de culturas em monocamada e de pseudoilhotas foi extraido por
TRIzol® (Invitrogen, Estados Unidos) segundo o protocolo do fabricante. Apds a extracao,
0 RNA total foi quantificado por absorbancia UV no aparelho BioPhotometer Plus
(Eppendorf, Alemanha). A sintese de cDNA foi realizada a partir da mesma concentracao
de RNA para cada amostra (1,2 ug), com a enzima transcriptase reversa M-MLV
(Invitrogen, Estados Unidos).

As sequéncias de primer foi desenhada com o software IDT Design Software
(Integrated DNA Technologies Inc., USA), disponivel no GenBank.

As reacOes de PCR foram realizadas em um termociclador Veriti® (Applied-
Biosystem, Estados Unidos), com o kit comercial da Invitrogen®, Estados Unidos e 0s
produtos do PCR, foram visualizados apds eletroforese em gel de agarose 2,5 %. Foi
utilizada a f-2-Microglobulina. (f2-Micro) como gene enddgeno.

As sequéncias dso primers para 0s genes INS1 (NM 008386.3) e Microglobulina
(NM 009735) foram: INS1 direto 5 - GGCATCCAGTAACCCCCAGCC -3°, INS1 reverso
5’- GGCTCCCAGAGGGCAAGCAG -3’; p2-Micro direto 5°- TCC TGG CTC ACA CTG

AAT TC- 3’, B2-Micro reverse 5°- CTG CGT GCA TAA ATT GTATAG CA -3°.
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5.3.1.2 Coloragao com Ditizona

A coloragdo com ditizona, para deteccdo de granulos de insulina no citoplasma
celular, foi realizada nas culturas, utilizando 50 mg de ditizona em 5 mL de DMSO (Sigma,
St. Louis, EUA). A solugdo foi filtrada em filtro de 0,22 pm de didmetro (Millipore,

Massachusetts, EUA).

5.4 Secrecédo de insulina

A secrecdo de insulina foi determinada por imunocitoquimica em microscopia
Confocal nas pseudoilhotas. As pseudoilhotas foram coletadas por centrifugacdo (5 minutos
a 1200 rpm). O pellet formado apds essa centrifugagéo, foi lavado com PBS e fixado em
paraformoldeido tamponado a 4%, por 10 minutos. As células foram permeabilizadas e os
sitios inespecificos bloqueados com 1% BSA, 0,1% TritonX-100 e 0,05% Tween 20, por 30
minutos. A expressdo da insulina foi detectada com anticorpo policlonal Dako A0564,
produzido em porco da india, diluicdo 1:150, por 1 hora em temperatura ambiente. O
anticorpo secundario, 1gG contra porco da india, foi conjugado com TRITC, na diluicdo
1:500, por 1 hora em temperatura ambiente. Os nucleos foram revelados utilizando-se o
corante Hoechst. As imagens foram adquiridas em um Microscopio Confocal Olympus

FV1000.

5.4.1 Secrecdo de insulina em responsividade a glicose

A estimulacdo da secrecdo de insulina pelas células esta diretamente ligada a
responsividade a presenca de mais ou menos glicose. Para as dilui¢cdes da glicose utilizada
neste experimento (solugdes de 2,8 mM e 28 mM), foi usado o tampao Krebs-Ringer (KRB)

(HOLMES et. al., 1995; MERANI; SHAPIRO, 2006).
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Foram coletadas nas culturas entre 10 a 15 agregados de pseudoilhotas. Como
controle positivo, foram utilizadas ilhotas pancreéticas murinas cedidas pela Dra. Floréncia
coordenadora do Laboratério de Biologia Molecular deste departamento. As células foram
incubadas por 30 minutos nas diferentes solu¢cdes de KRB suplementadas com as duas
concentragdes de glicose. Nas placas de 6 pogos, onde estavam as monocamadas MING,
foram tripsinizados um poco por placa, obtendo-se 2x10* células/mL e usadas as mesmas
concentragdes de glicose para as incubagdes.

Apos esse periodo o sobrenadante foi coletado e a insulina secretada mensurada pelo
método de ELISA. Os ensaios para avaliagao da secrecdo de insulina estimulada por glicose
pelas células MIN6 em monocamada, pseudoilhotas e ilhotas pancreaticas primarias, foram
realizados no B.E.T Laboratories no Rio de Janeiro/RJ, através do kit de ELISA, Insulin

Coat-A-Count® Rat/mouse (Siemens, Estados Unidos).

5.5 Efeitos do uso da FBP sobre a linhagem celular MING

5.5.1 Curva de proliferacéo celular

Para a curva de proliferacdo celular em monocamada, foram plaqueadas 5x10*
céls/mL por pogo em uma placa de 24 pogos aderentes. O experimento foi dividido em quatro
grupos, com seis po¢os para cada tratamento de FBP (0,30 mM, 0,62 mM e 1,25 mM). Apés
24, 48, 72, 96 e 120 horas do plagueamento, as culturas eram tripsinizadas (tripsina/EDTA
0,25%) e contadas em camera de Neubauer utilizando o azul de tripan 0,4%, por trés

observadores diferentes.

5.5.2 Ensaio da Sulforrodamina B

Foram plaqueadas, em trés placas de 24 pogos, 5x10* células/mL por poco de placa.

Os testes foram realizados apds 2 horas, 24 horas e 72 horas, com seis po¢os para cada
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concentracdo de FBP (0,30 mM, 0,62 mM, 1,25 mM) e controle. Apds o término de cada
tempo, o meio da placa foi descartado, as culturas lavadas por trés vezes com PBS, as células
fixadas com 200 uL de paraformaldeido 4%, por 15 minutos. Apds remocédo do fixador e
lavagem das culturas com PBS, foi adicionada a sulforrodamina B (250 uL) por 1 hora, O
corante foi descartado e as culturas lavadas com &gua destilada para retirar toda a
sulforrodamina ndo ligada a proteinas. A sulforrodamina adsorvida nas células foi
solubilizada em 1 mL de SDS 1%. A absorbancia foi medida em espectrofotémetro de

microplacas com comprimento de onda de 560 nm.

5.5.3 Formagcao de pseudoilhotas (PIs)

Foram semeadas 2x10* células/mL em placas petri, ndo aderentes, medindo 10 cm
de didmetro. Em cada placa petri, foi colocada uma concentracdo de FBP diferente (0,30
mM, 0,62 mM, 1,25 mM) e o controle sem tratamento. A mensuragédo do tamanho das células
foi feita em triplicata por trés observadores diferentes a cada 48 horas, durante 10 dias,
utilizando a régua micrométrica do microscopio optico invertido (Nikon, Japao). Foi medido
0 maior eixo transversal e longitudinal de 100 células viaveis de cada preparacgéo, utilizando
a objetiva de aumento em 20 vezes. As Pls foram classificadas conforme o tamanho em

pequenas (30 -50 pm), médias (80 - 100 um) e grandes (150 - 300 pum).

5.5.4 Viabilidade das pseudoilhotas (PIs)

Apos 10 dias em cultura as Pls eram dissociadas com tripsina e as células lavadas
com PBS. Posteriormente, as células eram incubadas com iodeto de propideo diluido em
tampdo de marcacdo (1:10), por 15 minutos a temperatura ambiente, em local escuro,

seguindo as instrucdes do fabricante.
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A analise foi realizada em um citdmetro de fluxo, FACScan Calibur (BD®, Estados
Unidos). Foram adquiridos 20 mil eventos e os resultados analisados pelo programa FCS

Express 4 Flow Citometry (De Novo Softwares - Estados Unidos).

5.6 Analises estatisticas

Para avaliarmos os efeitos dos tratamentos e do tempo, na contagem e no tamanho
das Pls, utilizou-se a técnica equacdo de estimacdo generalizada (GEE). Além disso, a
variavel tempo entrou no modelo como um fator, bem como foi testada a interacdo de tempo
e tratamento nas contagens.

Para cada um dos tamanhos das Pls (pequenas, médias e grandes) foi realizado um
modelo, totalizado assim, trés modelos. As analises foram realizadas utilizando o PROC
GENMOD no software SAS 9.2 (Inst., Cary, Estados Unidos).

No ensaio de adesdo e proliferacdo celular (método de Sulforrodamina B), foi
utilizado analise de variancia de duas vias (ANOVA) seguida do teste Tukey com valor de
5% de nivel de significancia. Neste caso, 0 tempo ndo configura dependéncia entre as
observacdes, sendo utilizado como fator fixo. A analise foi realizada utilizando o programa

PROC GENMOD SAS 9.2 (Inst., Cary, Estados Unidos).
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6 RESULTADOS

6.1 Estabelecimento da cultura de MIN6 em monocamada e da formacéao de Pls

Inicialmente estabelecemos em nosso laboratério, o protocolo para cultura da
linhagem MIN6 em monocamada e para a formacdo de pseudoilhotas (Figura 2). Para a
formagéo de pseudoilhotas, determinamos a melhor densidade de semeadura que foi 2x10*

cels/mL e o tempo necessario para a sua formacdo entre 07 a 10 dias.

Figura 2: Cultura de células MIN6. Em monocamada; (A) Inicio da formacao de Pls apds
5 dias em cultura; (B) Pls ap6s 10 dias em cultura; (C). Observacdo em microscopio de
contraste de fase. Aumento original de 200x.

6.2 Caracterizacgao funcional da linhagem celular: secrecéo de insulina

Para confirmarmos a natureza enddcrina das células, determinamos a expressdo do
MRNA (Figura 3), para a expressdo génica e secrecdo da insulina (Figura 4). As células
também foram coradas positivamente com ditizona (figura 5) e a capacidade celular para a
secrecdo de insulina, tanto em monocamadas de linhagem MING6 quanto em pseudoilhotas

estd demonstrada na tabela 1.
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1 2 3 4
130pb 197pb
Figura 3: Expressdo génica da insulina. Gel de agarose 2,5% corado com SYBR Safe e
observado sob luz ultravioleta. Linhas 1 e 3 (MING - pseudoilhotas); linhas 2 e 4 (MING —

monocamada). Produto de PCR de 130 pb esperado para 0 mRNA Insl. Produto de PCR de
197 pb esperado para a  2-Microglubulina.

Figura 4: Expressdo da proteina insulina em pseudoilhotas (PIs). A insulina foi detectada
por imunocitoquimica conforme descrito em Materiais e Métodos. Vermelho: granulos de
insulina; azul: ndcleos das células corados com Hoechst 33342. As imagens 1, 2 e 3
representam diferentes seccdes de microscopia confocal.

29



Figura 5: Pseudoilhota corada com ditizona. Observada em microscopio de contraste de
fase. Aumento original de 200x.

A secrecdo de insulina basal estimulada por glicose, foi determinada em
monocamadas e em Pls. Os resultados, na tabela 1, mostram claramente o estimulo
produzido pelo aumento da concentragdo de glicose no meio de incubacdo. Uma preparacao
de ilhotas pancreaticas de camundongos, cedidas pelo laboratorio de Biologia Molecular
deste departamento, foi utilizada como controle positivo e dgua destilada como o controle
negativo da reacéo.

Tabela 1: Secrec¢do de insulina basal estimulada por glicose, determinada pelo método
de ELISA

Secrec¢do de Insulina pUl/mL
Ilhota (2,8 mM glicose) 72,92
Ilhota (28 mM glicose) 135,9
Pl (2,8 mM) 3,14
Pl (28 mM) 8,44
MING (2,8 mM) 3,22
MING (28 mM) 6,53

Experimento realizados em triplicada (n=3).
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6.3 Efeito da FBP sobre a adeséo e a proliferacdo em monocamada (MING6)

A determinacdo das propriedades de adeséo e a curva de proliferacdo sdo importantes
para a caracterizacdo do comportamento de células em cultura. Essa curva reflete as fases de
adaptacdo das células as condi¢cdes ambientais, a disponibilidade de nutrientes e ao suporte
de ancoragem necessarios para promover a producdo de novas células.

Na figura 6, o efeito dos tratamentos com 0,30 mM e 1,25 mM de FBP sobre a
proliferacdo foi determinado pela contagem das células ap6s 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h.

Observamos uma curva de proliferacéo, apresentando uma fase de crescimento lenta
até 48 h e exponencial de 48 h até 72 h, quando as culturas atingem a confluéncia. A partir
de 96 h o numero de células comeca a diminuir. Os resultados mostram, ja nas 24 h, a
inibicdo significativa da proliferacdo nas culturas tratadas com 1,25 mM de FBP. As culturas
tratadas com 0,30 mM de FBP apresentaram comportamento semelhante as culturas

controle.
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Figura 6: Curva de proliferacdo de células MING6 tratadas com diferentes doses de
frutose-1,6-bisfosfato (FBP). As células foram contadas com azul de tripan e cada ponto
representa a média = SD, n =6.

A figura 7 representa a adesdo e a proliferacdo de células MING6 avaliada através do

ensaio da Sulforrodamina B (SRB). A SRB € um corante que se liga de forma
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estequiométrica aos aminoécidos basicos das proteinas celulares, sendo assim a quantidade
de corante extraido da camada celular é proporcional a quantidade de proteina da amostra.
O ensaio da SRB, também é utilizado como um indicativo de sobrevivéncia celular
(HOUGHTON et al, 2007).

Os resultados apresentados na figura 7A mostram que a FBP aumenta
significativamente a adesdo das células MIN6 de maneira independente da dose. Ja a figura
7B e a Tabela 2 mostram os efeitos da FBP sobre a proliferacdo das células MIN6. Embora
a FBP aumente a adesdo, as doses de 0,62 e 1,25 mM inibem significativamente a
proliferacdo j& em 24 h. Esses resultados confirmam os encontrados na contagem celular

mostrada na figura 6.
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Figura 7: Efeito da FBP sobre a adeséo (A) e proliferacdo de células MING (B). A adesdo
e proliferacdo foram determinadas pelo método da Sulforrodamina B conforme descrito em
Materiais e Métodos, nos tempos de 2 h (adesdo) e 24 e 72 h (proliferacdo). Os valores
representam a média £ SD de pelo menos dois experimentos realizados em triplicatas. (a)
todos os grupos tratados com FBP diferem do grupo controle. P < 0,05.
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Tabela 2: Andlise estatistica da proliferacdo celular avaliada pelo método da
Sulforrodamina B

Tempo (horas)

Tratamentos FBP 2 horas 24 horas 72 horas
0mM 0,54 bA 1,12 aB 2,20aC
0,30 mM 0,65 abA 1,13 aB 2,15aC
0,62 mM 0,68 abA 0,99 bB 1,93 bC
1,25 mM 0,70 aA 1,03 bB 1,98 bC

Comparacdo multipla de médias por ANOVA de duas vias seguida de pos-teste de Tukey.
Letras minGsculas diferentes na mesma coluna significam diferenca estatistica em nivel de
5%. Letras mailsculas diferentes na mesma linha significam diferenca estatistica em nivel
de 5%. A ANOVA de duas vias mostrou efeito significativo do fator tempo e da dose de
FBP.

6.4 Efeito da FBP sobre a formacéo e crescimento das Pls

As figuras 8A, B e C mostram a acdo dos tratamentos (0 mM, 0,30 mM, 0,62 mM,
1,25 mM) na formacéo e crescimento das pseudoilhotas nas culturas de células MING6. A
formacéo de Pls inicia, aproximadamente, entre o quinto e sétimo dia de cultura MING. Para
avaliacdo da formacdo e crescimento das Pls foram realizadas quatro contagens e medigdes
de 100 PIs a partir do sétimo dia, com intervalos de 48 h. As Pls foram classificadas em
pequenas (30 -50 pm), médias (80 - 100 um) e grandes (150 - 300 pum).

Observamos neste experimento que o crescimento das Pls é tempo-dependente
(Figura 8A, B e C) e que, a partir da segunda contagem, os tratamentos com FBP diminuiam
a formacao de Pls de tamanho grande, como na figura 8C. Apoés a quarta avaliacdo, em 15

dias em cultura, as células entram em declinio em seu crescimento.
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Figura 8: Avaliacdo do efeito da FBP sobre a formacédo e crescimento das Pls em
culturas de células MIN6 ao longo do tempo: (A): NUimero médio de pseudoilhotas
pequenas (até 50 um); (B): Numero médio de Pls médias (até 80 um); (C): Nimero médio
de Pls grandes (até 200 um). A contagem e medi¢édo das Pls foi realizada conforme descrito
em materiais e métodos em trés experimentos independentes. Letras diferentes representam
diferencas significantes para um P<0,05.
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6.5 Efeito da FBP sobre a viabilidade das Pls

A viabilidade celular analisada por citometria de fluxo foi afetada ao utilizarmos nas

culturas a maior dose de FBP (1,25 mM), quando aumentou a quantidade de células mortas

ao analisarmos as PIs, como mostra a figura 9.
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Figura 9: Analise da viabilidade das pseudoilhotas por citometria de fluxo. A
viabilidade foi avaliada pela incorporacdo do iodeto de propideo, conforme descrito nos

materiais e métodos. Experimento representativo de trés outros realizados nas mesmas
condicdes.
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7 DISCUSSAO

Esforcos tém sido feitos para melhorar as diversas etapas do isolamento e do
transplante de ilhotas pancreéticas. O futuro de qualquer modalidade de terapia de reposi¢do
celular para o tratamento do diabetes, dependerad da criacdo de uma fonte sustentavel de
tecido secretor de insulina e com o desenvolvimento de novas técnicas de preparacao das
ilhotas, além do rigido controle da imunossupressao nos pacientes. Com isso, sera possivel
atingir a insulino-independéncia com a infusdo de massa celular menor e o transplante de
ilhotas podera oferecer a mesma eficacia clinica que o transplante de pancreas, com menor
custo e com menor morbidade (ELIASCHEWITZ,2009; RHEINHEIMER, 2010).

O sucesso do transplante de pancreas criou a motivagdo para que o transplante de
ilhotas se desenvolvesse. Esta nova modalidade cria a oportunidade para que novas técnicas
sejam estudadas e aprimoradas (DEMETERCO,2001). Sabe-se do limitado potencial de
replicacédo das celulas B adultas, e isso despertou nos pesquisadores um grande interesse no
estudo de seus precursores como fonte de tecido para transplante (GABA et al, 2012).

Neste sentido, o desenvolvimento de linhagens de células derivadas de insulinomas
de animais de laboratério representam uma alternativa amplamente utilizada para o estudo
de mecanismos fisioldgicos e patofisioldgicos que envolvem o metabolismo de glicose e
para o estabelecimento de modelos in vitro envolvendo danos de célula beta que ocorrem
em DM1 (FRODIN et al, 1995; GYLFE AND HELLMAN, 1986; HILL; et al, 1987).

Quando se trabalha em experimentos que necessitam do uso de células em cultura, é
necessaria a avaliacdo constante das células. Umas das formas de se avaliar o crescimento
celular é sua quantificacdo. A quantificacdo é utilizada para definir a viabilidade celular, as
condicdes de crescimento e o inicio de experimentos. Como forma de quantificacdo direta,

0 método mais utilizado é a contagem em cadmara de Neubauer com o azul de tripan. No
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método indireto, as técnicas sdo baseadas no metabolismo celular ou até mesmo na dosagem
de macromoléculas presentes na célula, como as proteinas e/ou 0 DNA (MOLINARO,2010).

Neste trabalho, utilizamos como modelo a linhagem de insulinoma murino (MING),
para a qual estabelecemos os protocolos de cultura em nosso laboratdrio.

Seguindo uma publicacdo de Baserga, a contagem de células em uma placa petri diz
quanto a populacdo celular cresceu, porém ndo informa as células que estdo ou ndo
proliferando. Quando desejamos determinar o efeito de qualquer alteracdo da proliferacdo
celular no meio de cultura, ou seja, sua capacidade de estimular ou inibir a diviséo celular,
0 método mais indicado € contar o numero de células antes e ap0s o tratamento
(BASERGA,1990).

Essa linhagem, quando em cultura, agrega-se espontaneamente em crescimento
tridimensional, formando as chamadas pseudoilhotas, estruturas celulares em formato e
tamanho semelhantes a ilhotas pancreaticas primarias que crescem entre 7 a 10 dias em
cultura (RODERIGO-MILNE et al, 2002), caracteristica que também pudemos observar em
nossos experimentos.

As células B pancreaticas expressam a molécula de adesdo calcio-dependente (E-
caderina), que parece ter um papel importante na regulagao da agregacao das células
constituintes das ilhotas pancreaticas e consequente manutencao da citoarquitetura destas
ilhotas (DAHL ef al, 1996; ROUILLER et al, 1991; YAMAGATA et al, 2002). Hauge-Evans
e colaboradores em 1999, mostraram que a formagao de pseudoilhotas a partir de uma
suspensdo de células B da linhagem MING ¢ dependente desta proteina e a exposi¢ao in vitro
ao anticorpo anti-E-caderina bloqueia a formagao destas estruturas.

A utilizacdo, fosforilacdo e o transporte de glicose, assim como a resposta secretoria
estdo bem caracterizados na linhagem MING6 (ISHIHARA et al, 1993). Estas caracteristicas

sdo similares aquelas encontradas em ilhotas isoladas, indicando que a linhagem MING6 pode
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ser um modelo apropriado no estudo de mecanismos de secrecdo de insulina estimulado por
glicose em células beta pancreéaticas (ISHIHARA et al, 1993; HAUGE-EVANS et al, 1999).

Apesar das linhagens tumorais ndo mimetizarem perfeitamente a fisiologia das
células B primarias, elas sdo ferramentas extremamente importantes para o estudo de eventos
moleculares que envolvam a fungdo/disfun¢do destas células (POITOUT; OLSON;
ROBERTSON, 1996).

A secrecdo de insulina realizada pelas ilhotas pancreaticas depende da agdo
sincronizada das células . A biossintese, a secre¢do basal e a secre¢do estimulada dessa
insulina, dependem da citoarquitetura da ilhota que ¢ ditada pela expressao diferencial de
moléculas de adesao (ARONOFF et al, 2004). No presente trabalho, avaliamos a natureza
endocrina das células determinando a expressao do mRNA do gene INS1, em monocamadas
de MING6 e em PIs. Os resultados obtidos indicaram que tanto as monocamadas como as Pls
expressaram o gene INS1. A sintese da proteina insulina, detectada por imunocitoquimica,
foi visualizada por microscopia confocal, evidenciando a presencga dos granulos de insulina
nas “pseudoilhotas”.

Avaliamos a secrecdo de insulina basal e estimulada por glicose, tanto em
monocamadas como em Pls. Ao compararmos com as ilhotas pancreéaticas de camundongos,
mesmo que ndo seja possivel evidenciar uma relacdo quantitativa entre ilhotas primarias,
monocada e as Pls de MING, obtivemos resultados satisfatorios. Os ensaios utilizados para
avaliar a secrecdo de insulina estimulada pela glicose sdo considerados como padrdo e sao
utilizados em todo o mundo para avaliar a viabilidade das ilhotas, inclusive antes de
transplantes (MERANI; SHAPIRO, 2006). Esses valores indicam que ilhotas isoladas
preservaram sua capacidade de realizar o metabolismo da glicose, a sintese e a secre¢édo de
proteinas (HOLMES et al, 1995), processos cruciais que devem estar intactos nas ilhotas a

serem usadas no transplante.
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Foi possivel observar também, que as células coraram com o uso da ditizona. A
ditizona é um corante avermelhado que se liga as moléculas de Zn?* presentes nos granulos
de insulina. Dessa forma, é possivel a visualizacdo e diferenciacao das células, que adquirem
cor avermelhada (OMAIMA, 2013).

No entanto, € importante saber que essas células podem diferir de seus progenitores
nos tecidos das quais sdo originarias, devido a selecdo espontanea de clones que pode ocorrer
ao longo das sucessivas passagens in vivo ou in vitro (ALBERTS, 2002).

Paralelo a isso, diversos efeitos protetores tém sido atribuido ao uso da FBP, um
intermediario do metabolismo da glicose, em culturas celulares (BAJIC et al, 2011; BOCHI
et al, 2012; DONG et al, 2014; HARDIN et al, 2001; SPASOJEVIC et al, 2009). Para a
verificacdo de nossa hipotese, as celulas MIN6 (monocamada e pseudoilhotas) foram
tratadas com diferentes concentracGes de FBP. As concentragcdes de FBP utilizadas neste
estudo (0,30 mM, 0,62 mM e 1,25 mM) foram as mesmas sugeridas por (NUNES,2003;
GRUN,2012; MESQUITA et al, 2013; DIAS, 2014) em seus respectivos trabalhos.

Salienta-se que, embora a FBP seja permanentemente reportada em trabalhos
cientificos como um promissor agente terapéutico, pouco tem sido feito para elucidar seu
mecanismo de acdo e para justificar as atividades da FBP reportadas nas diferentes areas de
pesquisa.

Por exemplo, em um dos primeiros estudos realizados com a FBP, Galzigna e
Rigobello em 1986 propuseram que a FBP agiria como uma “estabilizadora de membrana”
capaz de interferir com a entrada de Ca?*, enquanto Cattani, anos antes, sugeriu que a FBP
favoreceria a captacdo de K" em musculo cardiaco e liberacdo de H* nos eritrocitos
(CATTANI et al,1984; GALZIGNA; RIGOBELLO,1986). Desde entdo, tem sido descrito
que a FBP ao interagir diretamente com a membrana celular, modifica a sua permeabilidade

a ions e ocasiona um fluxo idnico direto que culminaria com diferentes efeitos celulares
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(CATTANI et al, 1980; CHLOUVERAKIS, 1968; HASSINEN et al, 1991). N&o obstante a
essas propostas serem suficientes para endossar tais trabalhos, € pertinente questiona-las no
sentido de sugerir que tais alteracGes na permeabilidade celular a fons como Ca?* e K*, por
exemplo, possa ocorrer via ativacdo mecanismos celulares ja existentes, como via abertura
de canais idnicos em decorréncia da ativacdo direta ou indireta de receptores, ao invés de
uma suposta interacao estabilizadora pouco fundamentada da FBP com a membrana celular.

Por ndo haver relatos na literatura de que a FBP possa atuar diretamente sobre algum
receptor préprio na superficie celular ou mesmo sobre receptores de alguma molécula
sinalizadora, durante varios anos muitas publicagfes justificaram as atividades da FBP
debatendo a capacidade de certos agucares fosfatados serem capazes de atravessar a
membrana celular (CATTANI et al, 1980; EDDY et al, 1981).

Ehringer e outros pesquisadores, no ano de 2000, demonstraram que apesar da
presenca de dois grupos fosfato em sua estrutura, a FBP possui capacidade de atravessar
membranas celulares inclusive de maneira dose dependente, corroborando varios autores e
finalizando uma polémica de décadas atras (EHRINGER, 2000; HARDIN; ROBERTS,
1994; LAZZARINO et al, 1984).

Dentre os estudos, foi demonstrado, também, que a FBP é capaz de aumentar a
producdo de ATP (ANTUNES et al, 2006), evidenciando sua capacidade de atingir o citosol
em quantidade suficiente para interferir com a via glicolitica (ANTUNES et al, 2006;
GREGORY et al, 1990; HASSINEN et al, 1991; LAZZARINO et al, 1984; NUUTINEN et
al, 1991). Entéo, por ndo ser conhecido que a FBP possua um receptor proprio que seja capaz
de ativar ou inibir receptores de membrana, € pertinente procurar dentre seus metabdlitos
algum a qual se possa atribuir tal atividade. Um estudo de Valério e colaboradores em 2009,
mostrou que a FBP é capaz de aumentar a quantidade extracelular de adenosina

supostamente como resultado do aumento da sintese dos nucleotideos de adenina ou por
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hidrolise enzimética de ATP (VALERIO, 2009). N&o é recente na literatura que a adenosina
participa de diversos processos fisiol6gicos mediados por diferentes receptores de membrana
acoplados a adenilato ciclase via proteina G, sendo que esse metabdlito desempenha
fundamental atividade da integridade celular (MOURA, 2011).

Usando o método da Sulforrodamina B, pudemos observar um aumento na adesao
celular em culturas tratadas com as diferentes concentracdes de FBP. Apds 2 horas, no grupo
controle, a ades&o foi estatisticamente menor que nos grupos tratados. Nas 24 e 72 horas do
inicio do experimento, a proliferacdo nos grupos tratados com 0,62 e 1,25 mM de FBP foi
significativamente menor que no grupo controle e no tratado com 0,30 mM de FBP.

A proliferacgdo das células MIN6 em monocamada tambéem foi avaliada por contagem
das células em camara de Neubauer. Observamos uma curva de crescimento padrdo para
linhagens celulares, apresentando uma fase de crescimento lenta até 48 h, exponencial de 48
h até 72 h, quando as culturas atingem a confluéncia. A partir de 96 h a proliferacdo decresce
e 0 numero de celulas comeca a diminuir. A proliferacdo celular avaliada pela contagem de
células e pelo ensaio da SRB apresentaram resultados semelhantes.

Também mostramos que o crescimento das Pls é tempo-dependente. Verifica-se que
na primeira avaliacdo feita (apos 7 dias) de cultura as Pls pequenas (até 50 pum), sdo
predominantes. A presenca de Pls médias (até 80 um) e grandes (até 200 um) aumenta a
partir da segunda avaliacdo, aos 10 dias de cultura, mostrando a transformacdo de Pls
pequenas em médias e de médias em grandes. No entanto, a formacéo de Pls grandes foi
menor nas culturas tratadas com FBP.

Apos a quarta avaliacdo, em 15 dias em cultura, as células entram em declinio no
crescimento e morrem. A observacdo e avaliagdo do crescimento mostrou que esses

agregados celulares, aumentam de tamanho ndo sé por meio de divisGes celulares, mas
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também pela agregacdo de novas células que se movem em sua direcdo e pela unido de
agregados adjacentes como demostrado na figura 2.

H& mais de 100 anos, em 1912, o pesquisador Carrel descrevia pela primeira vez uma
cultura celular em 3 dimensdes. A sua utilizagdo como uma cultura de células tumorais
crescidas em ambiente tridimensional foi mostrada nos trabalhos desenvolvidos por
Moscona em 1957. Em ambiente 3D, as células ndo sdo igualmente expostas ao meio, tal
fato faz com que haja a formacdo de microambientes que, no interior dos esferdides, podem
levar a selecdo de diferentes grupos celulares. (CARREL, 1912). Decréscimos
regionalizados de tomada de oxigénio e nutrientes podem levar, neste contexto, a formagéo
de areas de necrose nestes esferoides, o que explica a morte celular (KIM, 2005).

Nos experimentos de avaliagdo do crescimento celular em monocamada, realizamos
a analise do efeito da FBP sobre a viabilidade das pseudoilhotas pela incorporacao de iodeto
de propideo. A analise de viabilidade celular envolve a utilizacdo de ferramentas que
qualificam e/ou quantificam células “vivas”, ou seja, células metabolicamente ativas em uma
cultura (ROGERO et al, 2000). Nossos resultados mostraram que nenhuma das doses de
FBP utilizadas neste estudo exerceram efeitos citoprotetores, o que diferiu do mostrado pelo
estudo de Grun em 2012 (GRUN, 2012), onde utilizou no estudo, ilhotas pancreaticas
murinas e altas doses de FBP, sendo que em nossos experimentos, a dose mais alta de 1,25
mM foi citotoxica.

Izumi, em 2003, realizou um experimento adicionando FBP ao meio de cultura de
hipocampo de ratos e concluiu que os efeitos neuroprotectores obtidos no estudo, foram
mediados por outros mecanismos nao envolvidos com uso da FBP (IZUMI et al, 2003).
Também foi publicado por Oliveira e colaboradores, que a FBP ndo apresentou efeito na
viabilidade, na contagem de ilhotas pancreéticas e na reducdo de radicais livres em seus

experimentos utilizando ilhotas pancreaticas murinas (OLIVEIRA, 2009).
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8 CONCLUSAO

Embora ainda sejam necessarios mais estudos para aprofundar o conhecimento da
atividade citoprotetora da FBP em outros modelos celulares e em ilhotas pancreéticas, n0ssos
resultados mostram que em monocamadas e em Pls da linhagem MING6 o tratamento com
FBP ndo apresentou o efeito protetor esperado, sendo inclusive citotoxico nas doses mais

elevadas.
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