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RESUMO 

 

 

 O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma síndrome auto-imune órgão-específica 

caracterizada pela destruição seletiva de células β produtoras de insulina nas ilhotas 

pancreáticas. A busca por alternativas terapêuticas para o DM1, voltadas à 

preservação e/ou regeneração da massa de células β e, consequentemente, à 

reconstituição do padrão fisiológico de secreção de insulina, tem sido 

exaustivamente realizada. Dentre as estratégias de tratamento estudadas, destaca-

se a terapia celular baseada na utilização de células-tronco mesenquimais. Na 

busca por um produto que mimetize qualitativamente e quantitativamente as 

características das células β pancreáticas, protocolos devem ser aperfeiçoados e a 

capacidade de (trans)diferenciação de novas fontes celulares tecido-específicas 

devem ser exploradas.  Assim, o objetivo deste trabalho foi comparar a 

capacidade de expansão e diferenciação in vitro de células-tronco mesenquimais 

murinas, isoladas do rim, pâncreas e medula óssea, avaliando sua capacidade de 

diferenciação em células produtoras de insulina.   

 Evidenciou-se que estas populações celulares são capazes de se (trans) 

diferenciar em células com fenótipo pancreático endócrino, quando cultivadas em 

meio rico em indutores, incluindo morfologia esférica, formação de clusters, secreção 

de insulina (com a conseqüente coloração positiva para ditizona) e expressão in vitro 

do gene e da proteína da insulina-1. Além disso, células produtoras de insulina 

(CPIs) derivadas de células-tronco mesenquimais pancreáticas reverteram o estado 

hiperglicêmico quando transplantadas em cápsula renal de camundongos diabéticos, 

indicando que são capazes de diferenciarem-se in vitro em CPIs funcionais e de 

manterem esta funcionalidade in vivo. 
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ABSTRACT 

 

 

 Type I diabetes mellitus (DM1) is an organ-specific autoimmune syndrome 

characterized by the selective destruction of insulin-producing β cells in the 

pancreatic islets. The search for therapeutic alternatives for DM1, the β cell mass 

and consequently the reconstitution of physiological secretion of insulin have been 

extensively done. Among different treatments strategies studied, cell therapy based 

on mesenchymal stem cells is one of the most extensively studied. Searching for a 

product that mimics qualitative and quantitatively the characteristics of pancreatic β 

cells, protocols must be improved and the capacity of (trans) differentiation of new 

sources of tissue-specific must be explored. In this way, the aim of this work was to 

compare the capacity of expansion and differentiation in vitro of murine 

mesenchymal stem cells, isolated from kidney, pancreas and bone marrow, 

evaluating its capacity of differentiation into insulin-producing cells (IPCs).   

 From the results, it was evident that these cell populations were able to 

(trans) differentiate into the pancreatic endocrine cell-like phenotype. When cultured 

in vitro in a rich inducing-media, cells were characerized by cluster formation with 

spherical morphology, positive dithizone staining and expression of insulin-1 at the 

mRNA and protein level. Moreover, IPCs derived from mesenchymal stem cells 

reversed the pancreatic hyperglycemic state when transplanted into the kidney 

capsule of chemically induced diabetic mice, indicating that in vitro they are able to 

differentiate into functional IPCs. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 DIABETES MELLITUS 

 
 
 O Diabetes mellitus (DM) é um grupo de doenças metabólicas, heterogêneo 

do ponto de vista etiológico e clínico, mas tendo a hiperglicemia como denominador 

comum, além de distúrbios do metabolismo dos lipídios e proteínas, resultantes de 

defeitos na secreção e/ou ação da insulina. A hiperglicemia crônica está associada à 

retinopatia, nefropatia, neuropatia, doença coronariana e insuficiência vascular 

periférica, entre outras (RECDCDM, 2003). A ampla maioria dos casos de DM é 

classificada como tipo 1 (DM1), onde há uma deficiência absoluta na secreção de 

insulina, ou tipo 2 (DM2), onde há uma combinação entre resistência à ação da 

insulina e resposta compensatória inadequada na secreção de insulina. Outros tipos, 

menos prevalentes, de DM foram recentemente classificados (ADA, 2004). 

 Um estudo realizado em 2009, envolvendo adultos de 91 países, com idade 

entre 20 a 79 anos, estima que a  prevalência mundial de DM será de 6,4%, em 

2010, afetando 285 milhões de pessoas, chegando a 439 milhões de adultos 

diabéticos em 2030, um aumento de 7,7% (Shaw et al., 2009).  

 

 

1.1.1 Diabetes Mellitus Tipo 1 

 

 

 O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma síndrome auto-imune órgão-

específica caracterizada pela destruição seletiva de células β produtoras de insulina 

nas ilhotas pancreáticas (Liu et al., 2002). Dos casos de DM, apenas 5 a 10% são do 

tipo 1, previamente designada de DM insulino dependente, DM tipo 1 ou DM juvenil 

(RECDCDM, 2003). Considerada uma das doenças crônicas mais comuns entre 

crianças e adultos jovens, o DM1 pode se desenvolver em qualquer faixa etária, 

sendo mais freqüente antes dos 20 anos de idade. Acomete cerca de 0,3% da 

população caucasiana, com pico de início da doença entre os 11 e 12 anos de 
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idade. A instalação clínica é, geralmente, abrupta e com quadro clínico de 

cetoacidose, devido à falta absoluta de insulina (Liu et al., 2002; Milech et al., 2004).  

 O DM1 se caracteriza por ser uma doença multifatorial dependente da 

complexa interação entre fatores genéticos predisponentes, resposta imunológica, e 

influência do meio-ambiente na ativação de mecanismos predominantemente 

celulares anti-células β produtoras de insulina (Milech et al., 2004; Devendra et al., 

2004). Dessa forma, viroses e exposição a substâncias químicas poderiam 

desencadear um processo autoimune em indivíduos com susceptibilidade genética à 

doença (RECDCDM, 2003).  O entendimento dos aspectos envolvidos no 

desenvolvimento desta patologia constitui a base para a detecção e prevenção do 

DM1. 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 diminuído ou praticamente ausentes (Balda & Pacheco, 1999).  

 A presença de infiltrado inflamatório do tipo linfomononuclear, configurando 

insulite, e a ausência de células β viáveis caracterizam o quadro histológico do DM1. 

As células secretoras de outros hormônios, como glucagon, somatostatina e 

polipeptídeo pancreático, também presentes nas ilhotas pancreáticas, são 

poupadas. Entretanto, o predomínio numérico das células que secretam insulina 

termina por gerar atrofia das ilhotas (Balda & Pacheco, 1999).  

 A história natural do DM1 inclui quatro estágios distintos: (I) pré-clínico: auto-

imunidade dirigida contra as células β, com uma diminuição lenta e progressiva da 

resposta insulínica à glicose intravenosa ou oral; (II) início do diabetes clínico; (III) 

remissão transitória; (IV) diabetes estabelecido associado a complicações agudas e 

crônicas (Rewers et al., 1997). O estágio pré-clínico é caracterizado pela presença 

de auto-anticorpos contra constituintes da célula β pancreática, que participam da 

sua autodestruição. A descrição dos auto-anticorpos anti-ilhotas pancreáticas 

reforçou o papel da auto-imunidade na fisiopatologia do DM1 (Cesarini et al., 2003).  

 Uma ampla variedade de marcadores, como os anticorpos anti-células das 

ilhotas (ICAs), anti-insulina (IAAs), anti-ácido glutâmico descarboxilase (GAD-65) e 

anti-tirosinas fosfatases IA-2 e 2B, estão relacionados com o desenvolvimento do 

DM1 (Koczawara et al., 2003). Geralmente, pelo menos um entre estes marcadores 

está presente em 85-90% dos indivíduos com hiperglicemia de jejum, observada no 
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início da doença (RECDCDM, 2003). Embora o efeito patogênico destes auto-

anticorpos não esteja bem caracterizado, a sua detecção possibilita rastrear 

indivíduos com risco elevado para o desenvolvimento da doença (Cesarini et al., 

2003). Doenças auto-imunes como o DM1 envolvem a interação de diferentes sub-

populações de linfócitos e células apresentadoras de antígenos.  Entre estas 

populações celulares, estão incluídos os linfócitos CD4 e CD8, células B, células NK 

(natural killer), macrófagos e células dendríticas, que globalmente desempenham 

importante papel na geração (e propagação) da resposta auto-imune (Elisenbarth et 

al., 2006).  

 Em modelos animais, os camundongos NOD (do inglês, non-obese diabetic) 

são os mais utilizados para o estudo da doença espontânea em todo o mundo. 

Nestes animais, a destruição das células produtoras de insulina mimetiza a 

observada em humanos (Delovitch & Sigh, 1997; Rosmalen et al., 2002; Elisenbarth 

et al., 2005). Assim, análises imuno-histoquímicas de tecido pancreático revelam 

que os primeiros tipos celulares a infiltrarem as ilhotas de Langerhans, promovendo 

a insulite, são as células dendríticas e os macrófagos (Kadama et al., 2003; 

Fernandes, 2005). A apresentação de auto-antígenos específicos das células β 

pancreáticas pelos macrófagos e/ou células dendríticas para os linfócitos T CD4+, 

em associação com as moléculas de histocompatibilidade de classe II, constitui-se 

como o primeiro evento no processo de auto-imunidade visto no DM1 (Fernandes, 

2005). 

 Ativados, os macrófagos secretam citocinas que induzem a migração celular 

e estimulam vários tipos celulares a secretarem radicais livres, extremamente tóxicos 

às células β pancreáticas. Durante o processo de insulite, que parece ocorrer com 

maior intensidade em ilhotas onde existam células β metabolicamente ativas, os 

linfócitos citotóxicos TCD8+ são as células predominantes.  Tais linfócitos, após 

reconhecimento do auto-antígenos pancreáticos ligado à molécula HLA de classe I, 

efetuam a destruição das células β por citólise através da liberação de perforinas e 

granzimas, e também por indução de apoptose. Dessa maneira, macrófagos, 

linfócitos T CD4+ e linfócitos TCD8+ atuam sinergicamente na destruição das células 

β pancreáticas(Fernandes, 2005; Kulmala et al., 2000). O linfócito T CD-4 ativado 

secreta várias citocinas, cuja principal ação é promover a proliferação e a 

diferenciação de linfócitos T e de outras células, incluindo linfócitos B e macrófagos. 

A liberação de citocinas pró-inflamatórias como o fator de necrose tumoral α (TNF-
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α), interferon-gama (IFN- γ) e interleucina-1 β (IL-1β) por células apresentadoras de 

antígeno e células T favorece a iniciação e a perpetuação da resposta inflamatória e 

auto-imune no DM1. (Matarese et al., 2002). 

 A simples observação de que a prevalência da doença é mais alta entre os 

familiares de indivíduos afetados do que na população geral sugere que fatores 

genéticos são importantes no seu estabelecimento. Risco aumentado é observado 

em parentes de primeiro grau de uma pessoa afetada pela doença.  Porém, 85% de 

casos novos não contemplam tal linhagem familiar (Kulmala, 2003). 

 Quanto aos determinantes ambientais, os mais estudados no DM1 podem 

ser classificados em 3 grupos: infecções virais (citomegalovírose, rubéola, caxumba, 

sarampo), dieta precoce na infância (amamentação versus introdução precoce de 

ingredientes do leite de vaca, cereais e glúten) e toxinas (por exemplo, derivados de 

N-nitroso). Outros fatores não-genéticos modificadores da doença incluem estresse 

emocional, influências climáticas, sazonalidade, agentes sanitários e acesso aos 

cuidados de saúde (Rewers et al., 1997; Devendra et al., 2004; Atkinson et al, 2002). 

De acordo com Atkinson e Eisenbarth, os agentes ambientais agem como 

modificadores da patogênese da doença, podendo servir como “gatilhos” (Atkinson 

et al, 2002). A liberação local de citocinas pró-inflamatórias decorrentes de infecção 

viral constitui fator central na perda da tolerância aos auto-antígenos e na ativação 

de linfócitos autorreativos. A associação entre os processos de inflamação e auto-

imunidade tem sido extensamente ligada à ação de citocinas pró-inflamatórias 

liberadas no local da lesão. Em adição, tais citocinas são capazes de recrutar e 

ativar células apresentadoras de antígenos e linfócitos T autorreativos, o que 

perpetua o processo de auto-imunidade nas ilhotas (Obayashi et al., 2000). 

 O evento imunológico inicial no desenvolvimento da doença, decorrente da 

infecção viral, parece ser a produção de interferon-gama (IFN-g) pelas células β 

produtoras de insulina. A secreção dessa citocina está associada à hiper-expressão 

das moléculas HLA de classe I e de classe II na superfície de células β. A partir 

desses eventos, a apresentação de auto-antígenos pelas células β pancreáticas aos 

linfócitos T auto-reativos pode ocorrer, dando início à cascata de processos 

inflamatórios, que culminam na insulite (Obayashi et al., 2000). 
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1.1.2 Diabetes Mellitus Tipo 2 

 

 

 O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é a doença metabólica degenerativa mais 

prevalente no mundo, afetando 95% dos pacientes diabéticos. Ocorre principalmente 

em adultos e está diretamente relacionada com predisposição, componentes 

inflamatórios e determinações ambientais como obesidade, hábitos alimentares e 

sedentarismo (Zimet et al., 2001; Kolb et al.,2005). Caracteriza-se pela combinação 

de resistência à ação da insulina, pela diminuição da habilidade do hormônio em 

promover a remoção de glicose da circulação pelos tecidos periféricos que possuem 

receptores de insulina, e à incapacidade da célula β pancreática em manter uma 

adequada secreção de insulina (Cefalu, 2001; Skiller, 2004).  

 A resistência à ação da insulina tem papel fundamental no aparecimento da 

síndrome metabólica. No tecido periférico dependente de insulina, ocorre um defeito 

intracelular pós-receptor na sinalização da insulina . Há bloqueio na fosforilação em 

tirosina dos substratos protéicos dos receptores de insulina (IRS), o que impede a 

transativação do GLUT 4 e, conseqüentemente, a entrada da glicose para o interior 

da célula. Isso faz com que maiores quantidades de insulina sejam secretadas pelas 

células β pancreáticas, criando um estado de hiperinsulinemia compensatória. Esse 

excesso de insulina resultante consegue, durante certo tempo, manter a glicemia 

dentro dos níveis da normalidade, mas acaba determinando importantes alterações 

em todo organismo. A mais conhecida é a extensa deposição centrípeta da gordura 

corporal, conhecida como obesidade central ou visceral, onde ocorre grande 

aumento da gordura abdominal, em detrimento dos membros. Outros efeitos incluem 

o aumento da pressão arterial e dos níveis séricos de triglicérides e redução dos 

valores de HDL colesterol, com ou sem hiperglicemia. A presença de três ou mais 

dessas manifestações caracteriza a síndrome metabólica ou síndrome de resistência 

insulínica (Tambascia et al., 2005; Zecchin et al., 2005). 

  A progressão da doença leva à descompensação e insuficiência das células 

beta. Entre os mecanismos envolvidos destacam-se disfunção mitocondrial, estresse 

oxidativo, alteração no ciclo dos ácidos graxos/triglicérides e a glicolipotoxicidade, 

levando à inflamação das ilhotas, glicosilação inadequada e depósitos amilóides que 

aceleram a perda da função das células beta e apoptose (Prentki & Nolan, 2006). 

Embora possuam etiologias diferentes, ambos tipos de diabetes têm como 
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característica fisiopatológica comum a perda de massa de células β, porém com 

maior intensidade no DM1 (Voltarelli et al., 2009). 

 

 

1.2 TERAPIAS NO DIABETES MELLITUS 

 

 

 Os objetivos principais da terapia no diabetes são proporcionar uma 

quantidade adequada de insulina para normalizar o metabolismo intermediário, 

reduzir lentamente a concentração sanguínea de glicose, restaurar as perdas 

hídricas e eletrolíticas, corrigir a acidose e identificar os fatores precipitantes, como 

por exemplo, estados infecciosos do trato respiratório ou das vias urinárias. No DM1, 

o tratamento clássico é a administração de insulina exógena, tendo-se em vista a 

ausência de tal hormônio no organismo. O tratamento intensivo é responsável por 

reduções de 35% a 90% nas complicações microvasculares relacionadas ao DM1 

(Committe Report, 2003). Mudanças dietéticas e exercícios físicos regulares, entre 

outras, fazem parte das orientações fornecidas aos pacientes. Já no DM2, a ênfase 

é dada à dieta para a perda de peso, associada a um complexo de orientações que 

visem uma vida “mais saudável”, como exercícios físicos regulares, evitar tabagismo 

e etilismo, avaliação regular da pressão arterial e lipídeos plasmáticos, corrigindo-os 

sempre que houver a necessidade, entre outros. 

 

 

1.2.1 Insulinoterapia 

 

 

 Embora Paul Langerhans tenha descoberto no pâncreas, em 1869, 

agregados celulares, os quais denominou ilhotas de Langerhans, constituídos de 

células β especializadas na produção de insulina, foi apenas em 1921 que a 

purificação deste hormônio foi realizada de modo eficaz por Frederick Banting, 

Charles Best, James Collip e John Mcleod. Em janeiro de 1922, esses cientistas 

usaram, pela primeira vez, a insulina para tratar um paciente diabético (ADS, 2002). 

O isolamento e a produção em escala industrial da insulina provocaram uma 

revolução no tratamento da doença, pois a transfromaram de doença rapidamente 
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fatal em crônica. O aumento da expectativa de vida acarretou o surgimento das 

complicações crônicas, que ocorrem cerca de 10 a 20 anos após o diagnóstico, no 

caso do DM1. 

 O tratamento padrão consiste de injeções diárias de insulina exógena, via 

subcutânea, e um controle rigoroso dos níveis de glicose sanguínea nesses 

pacientes, podendo ocorrer episódios freqüentes de hipoglicemia grave. A 

importância do controle rigoroso da glicemia sobre a diminuição da progressão das 

complicações crônicas do DM ainda é assunto controvertido e de intenso debate. 

Dois estudos, entretanto, evidenciaram que o controle rigoroso da glicemia retarda a 

evolução da doença, seja no DM1 ( DCCTRG, 1993) ou no DM2 ( Mazonne,  

2009;Ray et al. 2009). Embora a terapia com insulina seja eficaz, este é um 

tratamento que corrige a hiperglicemia de forma flutuante, intermitente. Desta 

maneira, geralmente os níveis médios atingidos ficam aquém do esperado. Além 

disso, a adesão ao tratamento pode ser comprometida devido à necessidade de 

injeções diárias.  

 Dentre as estratégias de tratamento definitivo, corrigindo a insulino-

dependência para o diabetes tipo 1, 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 (Efrat, 

2004, Voltarelli et al., 2007). 

 

 

1.2.2 Transplante de Pâncreas 

 

 

 Em 1966, Kelly e colaboradores realizaram o primeiro transplante de 

pâncreas entre humanos (Kelly, 1967). Desde então, o transplante alogeneico de 

pâncreas é bastante utilizado, sendo ainda o único tratamento que consegue 

restaurar e manter, com taxa satisfatória de sucesso e por tempo prolongado, a 

normoglicemia em portadores de DM1. Porém, ainda apresenta desvantagens como 

mortalidade peri-operatória e taxa de morbidade não desprezível, além da 

necessidade de administração de drogas imunossupressoras para evitar a rejeição 

do órgão.   Assim, a principal indicação desta abordagem é para pacientes com 

insuficiência renal em estagio 4 ou 5, associada ao transplante renal. Ainda, está 
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também indicada para diabéticos tipo 1 com transplante renal prévio funcionante e, 

em casos excepcionais, onde há controle metabólico difícil, com crises de 

hipoglicemia grave (geralmente, assintomáticas), ou ainda, em casos onde há 

problemas emocionais sérios com as injeções diárias de insulina (ADS, 2002).  

 Embora controverso, vários estudos confirmam estabilização ou melhora de 

algumas das complicações crônicas do diabete e mesmo ganho em anos de vida 

para pacientes submetidos ao transplante duplo de pâncreas e rim. Por outro lado, 

pesquisadores têm demonstrado resultados conflitantes em relação ao transplante 

isolado de pâncreas, o que reforça a necessidade de uma seleção criteriosa de 

pacientes para este procedimento. Outro obstáculo a ser superado é a 

disponibilidade de órgãos, o que limita bastante o número de pacientes beneficiados.  

 

 

1.2.3 Transplante de Ilhotas Pancreáticas 

 

 

 O médico britânico Patrick Watson-Williams, em 1894, realizou o primeiro 

implante subcutâneo de fragmentos de tecido pancreático de uma ovelha para tratar 

um jovem diabético de 13 anos morrendo de cetoacidose. Eles observaram melhora 

temporária do nível glicêmico, mas o rapaz rejeitou o xenoenxerto e morreu 3 dias 

depois.   Entre 1974 e 2003, foram realizados 705 transplantes de ilhotas 

pancreáticas em paciente com diabetes tipo 1 (ADS, 2002). O transplante de ilhotas 

oferece vantagens em comparação ao transplante de pâncreas por ser um 

procedimento menos invasivo, já que as ilhotas são isoladas do pâncreas de 

doadores falecidos e injetadas, via percutânea, na veia porta, ficando depositadas 

no fígado. Contudo, ainda é considerado um tratamento experimental. 

 Muitos grupos estão empenhados em aumentar a eficácia dos transplantes, 

para que um número maior de pacientes alcance independência da insulina. O 

primeiro estudo com resultados satisfatórios foi realizado por um grupo canadense 

da Universidade de Alberta, em Edmonton. Sete pacientes com diabetes tipo 1 que 

apresentavam hipoglicemia severa e instabilidade metabólica foram submetidos ao 

transplantes de ilhotas pancreáticas. Todos os pacientes alcançaram independência 

de insulina em um ano de acompanhamento, mostrando uma alta taxa de sucesso 

quando imunossupressores não glicocorticóides foram usados e um número 
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adequado de ilhotas foi infundido (Shapiro et al., 2000). Com a aplicação desse 

protocolo, denominado Protocolo de Edmonton, a porcentagem de pacientes 

alcançando independência de insulina aumentou para 50-80% (ADS, 2002). 

Entretanto, Ryan e colaboradores publicaram os resultados do acompanhamento de 

65 pacientes que receberam transplante de ilhotas aplicando o Protocolo de 

Edmonton mostrando que, após 5 anos, apenas 10% dos pacientes transplantados 

permaneciam independentes de insulina (Ryan et al., 2005). O transplante de ilhotas 

seguindo este protocolo ou suas variantes, foi realizado em mais de 500 pacientes 

de 53 centros, incluindo o Núcleo de Terapia Celular e Molecular (Nucel) 

(Eliaschewitz et al., 2009). 

 A taxa de sucesso, medida pela insulino-independência em um ano, obtida 

nos três centros com maior experiência na América do Norte (Edmonton, Miami e 

Minneápolis) com a infusão de ilhotas obtidas de 1 a 4 pâncreas é de 

82% (nos demais centros varia de 0% a 63%) e em todos se observa perda 

progressiva da insulino-independência. Três anos após o transplante, 50% dos 

pacientes permanecem livres de insulina e após cinco anos, apenas 13% dos 

pacientes não necessitam de insulina para controlar a sua glicemia. No entanto, o 

peptídeo C continua detectável em 80% dos pacientes e esta secreção residual da 

insulina traz o benefício da melhora ou o desaparecimento da labilidade, uma grande 

redução dos eventos hipoglicêmicos e da manutenção da hemoglobina glicada (A1c)  

dentro das metas recomendadas. A taxa de sobrevida, um ano após o transplante, é 

de 97%, mas apenas 20% dos pacientes se tornam independentes de insulina 

(Eliaschewitz et al., 2009; Ryan et al., 2005; Shapiro, 2006). 

  Um conjunto de fatores deve ser considerado para o sucesso do 

transplante, como minimização dos efeitos nocivos da preservação e do 

processamento das células durante o transplante, diminuição dos efeitos tóxicos 

sobre as ilhotas com o uso de imunossupressores não esteróides e padronização do 

número de células injetadas para suprir a produção de insulina e restaurar a glicemia 

em longo prazo. Não se podem ignorar os riscos de uma terapia a longo prazo com 

imunossupressores, como nefrotoxicidade entre outras complicações, sendo 

importante determinar o risco/benefício para os pacientes que irão receber esse tipo 

de tratamento (Stevens et al., 2001). Um problema em potencial, que tem sido 

debatido recentemente entre os transplantadores de ilhotas pancreáticas, é a 

sensibilização imunológica contra antígenos HLA após este tipo de transplante. Este 
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parece ser um evento comum e põe em risco (ou, torna mais difícil a possibilidade 

de) transplantes futuros que possam vir a ser necessários, como de pâncreas ou rim 

(Campbell, et al., 2007).  Ainda, são necessários de 2 a 4 pâncreas para isolar o 

número de ilhotas (cerca de 850.000) adequado ao objetivo: conseguir a 

independência da insulina em um único paciente diabético (Senior, 2007). Assim, 

entre outras preocupações técnicas e financeiras que envolvem o procedimento, 

questões éticas devem ser abordadas, uma vez que os pâncreas, potencialmente 

aptos ao transplante total, são retirados do pool escasso de doadores  (Ruggenenti , 

2008; Bromberg et al., 2007 Robertson et al.,2006). 

 Diante destes inconvenientes como problemas de rejeição, protocolos 

imunossupressores e a  fonte escassa de doadores e, conseqüentemente, a 

insuficiência de células β pancreáticas,  nos últimos anos se têm buscado fontes 

alternativas para obtenção dessas células, utilizando principalmente células-tronco 

de diferentes origens (Sharfmann, 2003). O potencial de células-tronco embrionárias 

na diferenciação de células β já foi demonstrado e muitos estudos têm sugerido a 

capacidade das células-tronco do adulto isoladas de diferentes órgãos e tecidos 

como adiposo, medula óssea (MO), intestino, baço, fígado e pâncreas neste 

processo (Soria, et al., 2000).  

 

 

1.3 CÉLULAS-TRONCO 

 

 

 Nos últimos vinte anos observou-se um crescente interesse no estudo do 

transplante celular para o tratamento do DM. O sucesso desta forma de terapia 

representaria a cura do DM com o fim de aplicações de insulina exógena, da 

monitorização da glicemia e do controle da dieta na tentativa de se manter a 

homeostase metabólica e de se reduzir a ocorrência das complicações tardias. 

 As células-tronco, por definição, devem ter capacidade ilimitada ou 

prolongada de auto-renovação, originando células indiferenciadas com as mesmas 

características, e ser capazes de se diferenciar em pelo menos um tipo celular 

especializado (Watt & Hogan, 2000).  

 Essas células podem ser classificadas quanto à origem em células-tronco 

embrionárias ou adultas, porém somente o zigoto e células derivadas das primeiras 
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divisões celulares são capazes de originar um organismo completo, sendo 

denominadas totipotentes.  

 

1.3.1 Células-tronco embrionárias 

 

 

 Células pluripotentes são obtidas da massa celular interna de blastocistos 

pré-implantação e são denominadas células-tronco embrionárias (ES, do inglês 

embryonic stem cell), também podendo ser obtidas de células germinais primordiais 

(EG, do inglês embryonic germinal cell) retiradas da gônada de fetos ou carcinomas 

embrionários (EC, do inglês embryonal carcinoma). Essas células podem ser 

mantidas indefinidamente in vitro e são capazes de originar qualquer tipo celular do 

organismo. As células-tronco embrionárias representam uma ferramenta importante 

de estudo para o desenvolvimento de diversos tecidos (Hirashima, 1999). Muitos 

sistemas de diferenciação in vitro têm sido desenvolvidos para células-tronco 

embrionárias murinas, incluindo métodos reprodutívies de diferenciação em 

precursores hematopoiéticos e neurais, cardiomiócitos, células secretoras de 

insulina, células endoteliais e vários outros tipos celulares (Amit & Itskovitz-Eldor, 

2002).  

 Embora tenham características de grande interesse e diversas aplicações 

clínicas, existem restrições quanto ao potencial oncogênico e de rejeição ao 

hospedeiro que limitam o estudo e uso de células-tronco embrionárias humanas, 

sendo pesquisadas outras fontes para uso em terapias celulares (Thomson et al., 

1998; Donavan et al., 2001; Wang, 2000). 

 

 

1.3.2 Célula-tronco do adulto – “Células-tronco não embrionárias” 
 

 

 Mesmo em um organismo adulto, ainda persiste a necessidade de reposição 

de células, devido a processos como o turnover natural que ocorre em praticamente 

todos os tecidos e a lesões decorrentes de vários tipos de agressões. Esta 

reposição é feita, na maioria dos casos, a partir de uma pequena parcela de células 

que ainda permanece indiferenciada, as células-tronco do adulto.  



 30

 A célula-tronco hematopoiética (HSC- Hematopoietic stem cell), por 

exemplo, é capaz de originar todos os tipos celulares do sangue, como eritrócitos, 

linfócitos, monócitos e granulócitos (Nardi & Alfonso, 1999; Huss, 2000). Outros tipos 

conhecidos incluem a célula-tronco neural (Pagano et al., 2000), epitelial (Morris et 

al., 2004), hepática (He et al., 2003) e mesenquimal (Pittenger et al., 1999), entre 

outras. As células que compõem o sangue precisam ser constantemente repostas, e 

o local onde ocorre a hematopoiese após o nascimento é a medula óssea de ossos 

longos e chatos (Junqueira & Carneiro, 1999). As células sangüíneas são formadas 

a partir da célula-tronco hematopoiética, que num processo contínuo que envolve 

proliferação e diferenciação celular produzindo classes de progenitores e 

precursores cada vez mais comprometidos com determinados tipos celulares, 

culmina em células altamente diferenciadas e com funções específicas no 

organismo (Nardi & Alfonso, 1999). 

 Uma das etapas para a utilização das células-tronco nos seus vários âmbitos 

é o estabelecimento das condições de cultura apropriadas, que possibilitem sua 

expansão in vitro. Muitos avanços já foram feitos para o cultivo de HSC isoladas 

tanto da MO quanto de sangue de cordão umbilical (UCB, do inglês umbilical cord 

blood) (61,62), necessários devido à baixa freqüência dessas células na MO e UCB 

(0,5 – 1,0 %). A medula óssea contém, além da célula-tronco hematopoiética, uma 

outra população celular com características de célula-tronco, as células-tronco 

mesenquimais (MSCs, do inglês mesenchymal stem cells) (Huss, 2000; 

Friedenstein, 1976), com capacidade de diferenciação in vitro em células derivadas 

da linhagem mesenquimal, tais como adipócitos, osteoblastos, condrócitos e 

miócitos (Meirelles & Nardi, 2003). Células-tronco de adultos já foram isoladas de 

diferentes órgãos e tecidos, sendo uma fonte alternativa ao uso de ES (Prockop, 

1997). Embora ainda seja muito controversa a questão da plasticidade dessas 

células, estudos recentes apontam para um aumento do potencial das células de 

adultos em relação ao inicialmente considerado. 

 Muitos trabalhos exploram a questão da plasticidade das células-tronco de 

adultos, ou seja, a capacidade que essas células têm de ultrapassar barreiras de 

linhagens e adotar o fenótipo e o padrão de expressão gênica de células de outros 

tecidos. Acreditava-se que estas células apresentassem uma plasticidade limitada, 

formando apenas alguns tipos celulares, geralmente aqueles do tecido do qual foram 

isoladas, por isso também chamadas de células-tronco tecido-específicas ( Herzog 
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et al., 2003). Pesquisas recentes apontam para uma plasticidade das células-tronco 

tecido-específicas bem maior que o inicialmente suposto, mostrando que podem 

formar um repertório mais amplo de células especializadas. Os estudos iniciais, 

mostrando que células-tronco do adulto poderiam originar inclusive células com 

origens embrionárias diferentes (Jiang et al., 2002a) foram, entretanto, 

desacreditados (Raff, 2003), acreditando-se hoje que esta plasticidade seja mais 

restrita. 

 A hipótese de fusão é sustentada por experimentos que mostram a 

ocorrência de fusão espontânea entre ES e células-tronco neurais (Ying et al., 2002) 

ou células da medula óssea (Terada et al., 2000), quando co-cultivadas. Esses 

trabalhos colocam em dúvida o fenômeno da transdiferenciação visto em outros 

trabalhos (Lagasse et al., 2000), sugerindo que a plasticidade da célula-tronco pode 

estar relacionada à capacidade de se fusionar com células do tecido lesado. É 

importante ressaltar que esses mecanismos não são mutuamente exclusivos, 

podendo ocorrer simultaneamente no organismo. A questão da plasticidade das 

células-tronco de adultos não foi totalmente elucidada. Alguns estudos apontam para 

a existência de uma célula ainda mais primitiva que as células-tronco tecido-

específicas. As denominadas células progenitoras multipotentes de adultos (MAPCs 

do inglês multipotent adult progenitor cells) foram isoladas conjuntamente em 

culturas de MSCs de camundongos (Reyes et al., 2001) e humanos (Jiang et al., 

2002b). MAPCs foram encontradas em órgãos como MO, músculo e cérebro de 

camundongos, e são capazes de se diferenciar em tipos celulares derivados dos três 

folhetos embrionários (Jiang et al., 2002b). Entretanto, outros grupos ainda não 

conseguiram isolar MAPCs e reproduzir os resultados obtidos nesses trabalhos.  

 

 

1.3.3 Células-tronco mesenquimais 

 

 

 Ainda não há um consenso entre os pesquisadores sobre a definição de 

MSCs.  Desde os primeiros estudos até hoje, as MSCs já receberam várias 

denominações. Inicialmente, foram chamadas de unidades formadoras de colônia de 

fibroblasto (CFU-F, do inglês colony-forming unit fibroblast), passando a células 
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progenitoras mesenquimais, células de estroma de medula óssea à nomenclatura 

atual de células-tronco mesenquimais (Meirelles & Nardi, 2003; Phinney, 2002).  

  Diversos estudos mostram que, em ambientes adequados, as MSCs são 

capazes de se diferenciar em células de tecido mesodermal, endodermal e até 

mesmo células ectodérmicas (Lagasse et al., 2000; Ferrari et al., 1998; Jackson et 

al., 2001; Kopen et al., 1999; Meirelles & Nardi, 2003). 

 Muitas tentativas de estabelecimento de cultivo de MSCs têm sido feitas 

utilizando-se diferentes metodologias, a fim de estabelecer condições de cultivo que 

mantenham suas características. O principal método de isolamento explora a 

capacidade que essas células têm de aderirem a diferentes substratos, 

possibilitando a remoção de células não aderentes contaminantes (principalmente 

células de origem hematopoiética) (DiGirolamo et al., 1999; Banfi et al., 2000). Os 

trabalhos com MSCs procuram caracterizar essas células quanto à morfologia e 

padrão fenotípico, determinando o perfil de marcadores de superfície em suas 

membranas, na tentativa de encontrar um marcador específico que permita seu 

isolamento. Diferentemente das HSCs, nenhum marcador se mostrou exclusivo para 

MSCs embora alguns deles sejam usados para obter uma fração enriquecida dessas 

células (Quirici et al., 2002).  

 Outra característica importante das MSCs é sua capacidade de modulação 

da resposta imune. O papel imunossupressor das células-tronco mesenquimais 

pode ser evidenciado tanto em células autólogas quanto alogenéicas (Aggarwal & 

Pittenger, 2005) e xenogenéicas (Liu et al., 2004).  

 MSCs humanas inibem a proliferação de linfócitos T CD4+ e CD8+, por um 

mecanismo dose-dependente e não apoptótico, mediado por fatores solúveis como 

TGFβ1 e HGF (DiNicola et al., 2002). Essa inibição só ocorre antes da fase efetora, 

inibindo a formação de linfócitos ativos e NKs. Outro dado importante é que MSCs 

escapam da lise de linfócitos T citotóxicos e células NK alogeneicos (Rasmusson et 

al., 2003). Isto não seria esperado, pois MSCs apresentam antígenos via MHC 

classe I, alvos para lise de linfócitos T citotóxicos (Le Banc et al., 2003) e NKs lisam 

células que expressam HLA I alogeneico (Ruggeri et al., 2001).  

 Em um trabalho recente, Aggarwal e Pittenger mostraram a função 

imunoregulatória in vitro das MSCs isoladas da medula óssea de humanos sobre 

diferentes populações de células do sistema imune (Aggarwal & Pittenger, 2005). De 

uma maneira geral, as MSCs desempenharam seu papel alterando o padrão de 
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secreção de diversas citocinas em células envolvidas no processo inflamatório. Essa 

modificação favorece a liberação de substâncias anti-inflamatórias como IL-4 e IL-

10, inibindo citocinas pró-inflamatórias como TNF- α e IFN-γ. Adicionalmente, as 

MSCs parecem alterar o padrão de resposta de Th1 para Th2. Assim, o transplante 

de MSCs pode ser bastante interessante no tratamento de doenças autoimunes, 

transplantes de órgãos e Doença do Enxerto contra Hospedeiro, bem como em 

processos inflamatórios.  

 Um ponto que é alvo de muitas pesquisas, mas ainda não está bem definido, 

refere-se à possibilidade de que a capacidade imunomoduladora das MSC 

possibilite que se evite a rejeição de órgãos em procedimentos clínicos, substituindo 

assim os imunossupressores convencionais.  

 Vários estudos têm indicado que MSCs podem ser obtidas de vários outros 

tecidos, além da medula óssea, e foi recentemente demonstrado que estas células 

estão distribuidas por todo o organismo (da Silva Meirelles et al., 2006). MSCs 

coletadas de diferentes tecidos apresentam um padrão geral semelhante, quanto a 

características como imunofenótipo, plasticidade, etc, mas algumas diferenças 

sugerem que outras características biológicas sejam específicas. Esta ampla 

distribuição sugere ainda que as MSCs têm outras funções no organismo, sendo 

sugerido um papel regulador da homeostasia (da Silva Meirelles et al., 2008). 

 

 

1.4 POTENCIAL DE DIFERENCIAÇÃO DAS CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS 
EM CÉLULAS PRODUTORAS DE INSULINA (CPI) 
 

 

 Uma das abordagens na utilização de células-tronco como fonte de células 

para o tratamento do diabetes é sua diferenciação em células produtoras de insulina, 

sob condições específicas, e posterior transplante em animais diabéticos. 

 

 

1.4.1 Células-tronco mesenquimais extra-pancreáticas 
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 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; Li et al., 2005). 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-tronco 

mesenquimais extra-pancreáticas é direcionada por determinantes ainda 

desconhecidos, que incluem interações célula-célula, sinais da matriz extracelular e 

a presença de combinações de fatores de crescimento, hormônios, citocinas e 

nutrientes (Roche et al., 2003). 

 Células-tronco hepáticas (Yang et al., 2002; Zalzman et al. 2003;Kojima et 

al., 2003; Nakajima-Nagata et al., 2004; Cao et al., 2004; Li et al., 2005), células 

derivadas de tecido adiposo (Timper et al., 2006), células-tronco intestinais (Fujita et 

al. 2004) e de esplenócitos (Kodama et al.,2003) têm sido estudadas na tentativa de 

induzir sua diferenciação em células produtoras de insulina. Quanto às células-

tronco mesenquimais isoladas da MO, vários estudos buscam sua capacidade de 

diferenciação in vitro em células β, utilizando indutores como alta concentração de 

glicose e meio enriquecido com nicotinamida, controlando os níveis glicêmicos de 

camundongos diabéticos quando transplantadas ( Tang et al., 2004; Oh et al., 2004; 

Chen et al.,2004; Wu et al., 2007).  Além dos indutores citados, destacam-se a 

ativina-A, a β-celulina e os fatores de crescimento de fibroblastos (FGF, do ingês 

Fibroblast Growth Factor), epidermal (EGF, do inglês Epidermal Growth Factor) e de 

hepatócitos (HGF, do inglês Hepatocyte Growth Factor) como potenciais promotores 

de diferenciação em células β pancreáticas (Sun et al., 2007; Karnieli et al., 2007; 

Zhang et al., 2009). Outra estratégia bastante usada na transdiferenciação de 

células-tronco em células produtoras de insulina é a transdução de fatores de 

transcrição envolvidos no desenvolvimento das células pancreáticas, como por 

exemplo o PDX-1 e MafA (Karnieli et al., 2007; Lin et al., 2009; Matsuoka et al., 

2007). 

 

 

1.4.2 Células-tronco mesenquimais pancreáticas 
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 Acredita-se que o pâncreas adulto, assim como outros órgãos e tecidos, 

possui seu próprio compartimento de células-tronco que são capazes de uma 

contínua auto-renovação, podendo se diferenciar em células pancreáticas. 

 Ainda existe controvérsia sobre a localização das células-tronco isoladas do 

pâncreas. Trabalhos mostram que elas podem ser encontradas tanto nos ductos 

pancreáticos quanto nas ilhotas (Lechner et al., 2005; Gao et al., 2003; Bonner-Weir 

et al., 2000).  

 Evidências sugerem que células-tronco e células progenitoras estão 

presentes nas células ductais pancreáticas, expressando os marcadores 

citoqueratina 19 (CK-19, do inglês cytokeratin 19) e PDX-1 (Pancreatic and duodenal 

homeobox 1), onde se diferenciam e migram para formar novas ilhotas tanto na 

organogênese quanto na regeneração tecidual (Lee et al., 2004).  A capacidade das 

células ductais em diferenciarem-se em CPI foi evidenciada por Bonner-Weir e 

colaboradores, em 2002. O grupo avaliou a capacidade de diferenciação das células 

ductais pancreáticas humanas cultivadas em Matrigel. Semanas após o isolamento, 

os agrupamentos celulares que se formaram, semelhantes a ilhotas, secretavam 

insulina in vitro e apresentavam reatividade para CK-19.  

 Ramiya e colaboradores descreveram, pela primeira vez, a geração in vitro 

de ilhotas pancreáticas a partir de células epiteliais do ducto pancreático de 

camundongos NOD (non obese diabetes) pré-diabéticos. Quando transplantadas em 

camundongos diabéticos, estas ilhotas compostas de células β e δ, reverteram o 

diabetes (Ramiya et al., 2000). Utilizando uma metodologia de marcação com BrdU, 

Duvillié e colaboradores, conseguiram identificar células que, assim como as células-

tronco, possuem as características de ciclos lentos de divisão, portanto, 

permanecem marcadas com o BrdU. Essas células foram encontradas no interior e à 

margem das ilhotas. Adicionalmente, foi possível mostrar que células BrdU positivas 

eram capazes de se diferenciar in vitro em células β. Sabe-se que as ilhotas 

pancreáticas são permeadas por uma rede de capilares, dessa forma, pode-se 

pensar que as células BrdU positivas podem estar envolvendo essa rede de 

capilares nas ilhotas (Duvillie et al., 2003; Lechner et al., 2005).   Esses trabalhos 

reforçam os resultados encontrados pelo grupo de Meirelles e colaboradores, que 

propõem que células-tronco mesenquimais teriam uma localização perivascular 

(Meirelles, Chagastelles & Nardi, 2006). 
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 Embora haja poucos estudos identificando células-tronco derivadas de 

células insulares, estudos mostram a população de células insulino-positivas 

reaparecendo nas ilhotas após a destruição das células β com estreptozotocina 

(STZ) (Guz et al. 2001). As células progenitoras nestina-positivas derivadas de 

ilhotas têm uma alta capacidade de proliferação in vivo, podendo se diferenciar in 

vitro em células com fenótipo hepático, pancreático exócrino e/ou ductal e endócrino, 

produzindo insulina, glucagon, GLP-1 e PDX-1 (Zulewski et al., 2001). No entanto, a 

nestina não está só presente no pâncreas endócrino, células-tronco nestina-

positivas derivadas de ductos pancreáticos também possuem características de 

precursores de células β, com expressão de PDX-1 (Nagasao, et al., 2004; Kim et 

al., 2004). 

 Wang e colaboradores sugerem que o HGF é um potente regulador da 

função, proliferação e diferenciação das células β pancreáticas (Wang et al.,2004). 

No pâncreas podemos encontrar populações celulares que possuem o receptor para 

o Fator de Crescimento de Hepatócitos (GHFr/c-Met) (Suzuki et al., 2004).  

 Ainda em 2004, Seaberg e colaboradores isolaram precursores multipotentes 

de tecido pancreático. Estas células promoveram, in vitro, a proliferação clonal de 

células β, α, δ, bem como células do pâncreas exócrino. As células β geradas 

apresentaram capacidade secretora de insulina in vitro frente a diferentes 

concentrações de glicose em meio livre de soro. Este estudo reforçou a existência 

de precursores pancreáticos intrínsecos, uma vez que os mesmos não 

apresentaram marcadores de células-tronco embrionárias, mesodérmicas ou de 

crista neural (Seaberg, 2004). Já Banerjee e Bhonde isolaram células-tronco a partir 

de células β de camundongos tratados com STZ utilizando a combinação de Fator 

de Crescimento derivado de Queratinócitos (KGF, do inglês Keratinocyte 

GrowthFactor) e Fator de Crescimento de Fibroblastos (FGF, do ingês Fibroblast 

Growth Factor). As células geradas a partir deste protocolo foram capazes de 

expressar PDX-1, bem como secretar insulina em resposta à glicose (Banerjee, 

2003). 

 Evidências indiretas, através da análise da distribuição de células que 

expressam os marcadores PDX-1 e Ngn3 após a administração de STZ, sugerem a 

presença de progenitores de célula β no interior de ilhotas pancreáticas (Kodama, 

2005). Joglekar e colaboradores observaram que as células-tronco isoladas de 

ilhotas pancreáticas de feto humano mantêm marcadores epigenéticos que indicam 
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uma conformação com o promotor ativo, caracterizando um sistema celular 

comprometido a diferenciar-se em células pancreáticas endócrinas (Joglekar, 2009). 

   

 Estudos têm demonstrado uma enorme vantagem das MSCs pancreáticas, 

comparadas às de origem extra-pancreática, não só pela sua alta capacidade 

proliferativa in vitro, mas principalmente por já estarem parcialmente programadas à 

diferenciação na direção do fenótipo endócrino. Esta característica pode levar a uma 

estratégia de diferenciação em células produtoras de insulina mais rápida e menos 

complexa do que às de outras fontes de células-tronco (Guz et al, 2001). 

 Porém, é necessário conhecer a biologia do desenvolvimento do pâncreas e 

os genes envolvidos para compreender os potenciais precursores pancreáticos de 

diferenciação in vitro em célula produtora de insulina. Embora seja necessário 

aperfeiçoar os protocolos baseados em células-tronco mesenquimais, além de 

investigar a capacidade de transdiferenciação de novas fontes celulares tecido-

específicas, estas evidências sugerem que as MSCs são uma fonte potencial para 

futuras terapias regenerativas. Porém, o principal desafio ainda está em obter um 

produto que mimetize qualitativamente e quantitativamente, o mais próximo possível, 

as características das células β pancreáticas e seja capaz de restaurar a perda da 

função endócrina em organismos diabéticos. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 
 
 Comparar a capacidade de expansão e diferenciação in vitro de células-

tronco mesenquimais murinas (mMSCs), isoladas do rim, pâncreas e medula óssea, 

avaliando sua capacidade de diferenciação em células produtoras de insulina. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

§ Definir as melhores condições de cultivo para expansão de MSCs 

murinas isoladas do rim, pâncreas e medula óssea; 

§ Definir as melhores condições de cultivo in vitro para diferenciação de 

MSCs murinas em células produtoras de insulina; 

§ Determinar a melhor fonte celular quanto à capacidade de diferenciação 

em células produtoras de insulina in vitro; 

§ Determinar a capacidade de mMSCs, após diferenciação in vitro, em 

reverter o diabetes quando transplantadas em camundongos diabéticos. 
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3 METODOLOGIA 

 

 

3.1 ANIMAIS 

 

 

 Este estudo foi realizado, após aprovação do Comitê de Ética na Utilização 

de Animais, da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul (PUCRS), sob 

normas de ética para pesquisa em modelos animais, com cuidados especiais para a 

utilização do menor número destes e para manejo da dor e sofrimento.   Todos os 

procedimentos realizados estavam de acordo com o preconizado pela Lei Arouca (lei 

nº 11.794, de 8 de outubro de 2008), que dispõe sobre procedimentos e métodos de 

eutanásia em animais entre outras providências, e pela Sociedade Brasileira de 

Ciência em Animais de Laboratório (SBCAL/COBEA, 2009). 

 A linhagem escolhida (BALB/c) como modelo biológico deste estudo foi 

criada e mantida sob condições de biotério convencional. O padrão genético murino 

isogênico desta linhagem é preservado através do método de acasalamento Brother 

x Sister que lhe confere homogeneidade gênica. Os animais foram criados na 

Coordenação de Produção e Experimentação Animal (CPEA) da Fundação Estadual 

de Produção e Pesquisa em Saúde do Estado do Rio Grande do Sul, sob condições 

de biotério convencional. Nas mesmas condições, foram alojados, durante o 

experimento, no biotério do Instituto de Pesquisas Biomédicas (PUCRS) em 

estantes ventiladas, fotoperíodo de 12 horas claro/escuro (06:00/18:00h) e 

temperatura controlada (21ºC).  Foram mantidos em gaiolas ( máximo 5 

animais/caixa) devidamente identificadas, em cama de maravalha de pinus 

selecionada e autoclavada e alimentados com ração balanceada padrão para 

roedores (Nuvilab CR-1® - Nuvital) e água ad libitum. 

 Os protocolos de analgesia e anestesia utilizados foram: 

− Anestesia: dose única de 0,1mL de solução final de cloridrato de xilazina 2% 

(Rompun®, Bayer Animal Health) e cloridrato de ketamina 10%(Dopalen®, 

Agribrands Brasil Ltda.) diluídos a 2mg/ml e 10mg/mL em solução salina 

(0,9%) (Alcon®, Alcon Labs. do Brasil Ltda.) respectivamente, para cada 10g 

de peso corporal por via intraperitoneal (ip). 

− Analgesia: após cirurgia foi utilizado paracetamol 200mg/kg via oral (VO). 
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3.2 ISOLAMENTO, EXPANSÃO E CARACTERIZAÇÃO DE CÉLULAS-TRONCO 
MESENQUIMAIS MURINAS  
 

 

 Linhagens de células-tronco mesenquimais murinas (mMSCs) foram 

estabelecidas a partir de MO, rim e pâncreas de camundongos BALB/c entre 4 a 6 

semanas de idade, conforme metodologia previamente estabelecida por Meirelles & 

Nardi, 2003. 

 

 

3.2.1 Estabelecimento de cultivo de mMSCs a partir da medula óssea  
 

 

 Para a obtenção das células-tronco mesenquimais de medula óssea, os 

camundongos foram submetidos à eutanásia por deslocamento cervical. A seguir, os 

animais foram submersos em álcool 70% e levados ao fluxo laminar onde os 

fêmures dos mesmos foram dissecados e as epífises removidas, possibilitando a 

entrada da agulha 26-gauge na cavidade medular, onde foram injetados 2 mL de 

solução de Hank (Cultilab). O material obtido foi ressuspenso em 10mL de solução 

de Hank e centrifugado a 400 x g, a temperatura ambiente por 10 min.  

Depois de desprezado o sobrenadante, o precipitado foi ressuspendido em 10 mL de 

meio completo (MC), que consiste de DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle 

Medium/low glucose – Gibco BRL) acrescido de 3,7 g/L de bicarbonato de sódio 

(Sigma), 2,5 g/L de HEPES (Sigma), 10% de soro fetal bovino (Cultilab) e 1% de 

penicilina/estreptomicina (Gibco). Coletada uma alíquota de 100 µL, realizou-se 

contagem e avaliação da viabilidade pelo método de exclusão com azul trypan 0,4% 

(diluição 1:1) em câmara de Neubauer.  

 Novamente o material foi centrifugado e ressuspenso em MC numa 

concentração de 5x106 células viáveis por mililitro. Desta suspensão de células, 3,5 

mL por poço são cultivadas em placa de 6 poços (TPP, Trasadingen, Suíça), 

incubadas em estufa umidificada com 5% de CO2 no ar, a 37º C por 72 horas, 

quando então as células não-aderentes são removidas pela troca de meio (Meirelles 

& Nardi, 2003).  

 A taxa de repique (passagem) foi determinada pela cinética da cultura. Na 

primeira subcultura (P1), atingindo confluência mínima de 80%, as células foram 
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tratadas com tripsina (0,25-0,5% de tripsina/EDTA em HANK (sem Ca2+ e Mg2+) e 

transferidas para frascos de cultura de 25 cm2 (TPP, Trasadingen, Suíça), com o 

triplo da área original (1:3), sendo repicadas quando necessário. 

 

 

3.2.2 Estabelecimento de cultivo de mMSCs a partir do pâncreas e rim 
 

 

 O protocolo baseou-se na dissociação dos tecidos para preparo de 

suspensões celulares, que são então colocadas em cultivo e mantidas conforme já 

descrito para células originadas da medula óssea. Para o isolamento de células-

tronco mesenquimais a partir de órgãos e tecidos extramedulares, os camundongos 

foram submetidos à eutanásia por deslocamento cervical e levados ao fluxo laminar 

embebidos em álcool 70%. 

 O processo cirúrgico envolveu laparotomia mediana xifopúbica, 

possibilitando acesso aos órgãos de interesse. Realizou-se um corte longitudinal no 

rim e retirou-se uma fração do órgão de aproximadamente 5mm3 (córtex e medula 

renal). A mesma fração foi retirada do pâncreas. Os fragmentos foram lavados em 

solução de Hank, ligeiramente picotados e transferidos para tubos Falcon de 15  mL 

com 3mL de solução estéril de 1,5 g/mL de colagenase tipo 1 (Gibco) dissolvida em 

DMEM acrescido de 3,7 g/L de bicarbonato de sódio (Sigma) e 2,5 g/L de HEPES 

(Sigma) sem soro. 

Os tubos contendo os fragmentos dos órgãos foram incubados em banho-maria a 

37ºC entre 45 a 60 min. Após o período de digestão, os fragmentos foram 

dissociados mecanicamente e homogeneizados com auxílio de uma pipeta pasteur e 

acrescentou-se 10 mL de MC. Depois de centrifugar por 10 min a 400 x g, retirou-se 

o sobrenadante e o material obtido foi ressuspenso em 4 mL de MC. Esperou-se 

decantar e transferiu-se o sobrenadante para placas de 6 poços, onde as culturas 

foram mantidas até atingirem confluência mínima de 80%, em estufa umidificada a 

37ºC e 5% de CO2 na atmosfera.  

 Assim como descrito no estabelecimento de cultura de mMSCs provenientes 

de medula óssea, a taxa de repique (passagem) foi determinada pela cinética da 

cultura. Na primeira subcultura (passagem 1 - P1), atingindo confluência mínima de 

80%, as células foram tripsinizadas (0,25-0,5% de tripsina/EDTA em HBSS sem 
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Ca2+ e Mg2+) e transferidas para frascos de cultura de 25 cm2 (TPP), com o triplo 

da área original (1:3), sendo repicadas quando necessário e transferidas para 

frascos de cultura de 75 cm2 (TPP) com taxas de repique superiores (1:3, 1:4, etc.). 

 

 

3.2.3 Caracterização das células-tronco mesenquimais murinas 

 

 

 De acordo com a International Society for Cellular Therapy (Dominici et al., 

2006), há no mínimo 3 características que devem ser comprovadas para que uma 

população celular seja classificada como célula-tronco mesenquimal. A primeira diz 

respeito à proliferação com células aderentes à superfície plástica. A segunda, 

quanto ao imunofenótipo, devendo ser positivas para CD105, CD73 e CD90, e 

negativas em mais de 95% das células em cultura para CD45, CD34, CD14 ou 

CD11b, CD79 alfa ou CD19. E a terceira característica refere-se à capacidade de 

diferenciação in vitro em osteoblastos, adipócitos e/ou condroblastos (Horwitz, 

2005). 

 

 

3.2.3.1 Análise morfológica qualitativa das mMSCs 

 

 

 As células foram rotineiramente observadas em microscopia de fase com 

microscópio invertido (Axiovert 25; Zeiss, Hallbergmoos, Alemanha) e fotografadas 

utilizando câmera digital (AxioCam MRc, Zeiss) e software AxioVision 3.1 (Zeiss). 

 

 

3.2.3.2 Análise da expansão in vitro das células-tronco mesenquimais 

 

 

 As células-tronco mesenquimais foram quantificadas em hemocitômetro pelo 

método de exclusão do azul trypan, sendo determinado o número total de células 

viáveis. Após, foi aplicada a fórmula abaixo indicando a concentração de células na 

suspensão (número de células por mL): 
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concentração celular = n x fator de diluição x 104 

 

   

3.2.3.3 Análise fenotípica das mMSCs por citometria de fluxo 

  

 As células foram tripsinizadas, centrifugadas e incubadas por 30 minutos a 

4° C, com anticorpos específicos para Sca-1, CD11b, CD13, CD29, CD44, CD45, 

CD49e e CD90.2 murinos, conjugados com ficoeritrina (PE) ou isotiocianato de 

fluoresceína (FITC) (BD Pharmingen, San Diego, CA). O excesso de anticorpo foi 

removido por lavagem. 

 Foram coletados dados de pelo menos 10.000 eventos, utilizando o 

citômetro FACSCalibur (Becton Dickinson, San Diego, CA), equipado com laser 488 

nm e o programa CELLQuest (Becton Dickinson). Os dados obtidos foram 

analisados no programa WinMDI 2.8.  

 

 

3.2.3.4 Ensaio de diferenciação adipogênica e osteogênica das mMSCs in vitro 

 

 

 As culturas derivadas de MO, pâncreas e rim foram submetidas aos 

processos de diferenciação em adipócitos e osteoblastos na 4ª passagem. 

 Para induzir a diferenciação adipogênica, as células foram cultivadas por 4 

semanas, em placas de 12 poços, em meio completo suplementado com 10-8 M de 

dexametasona, 2,5 µg/mL de insulina de pâncreas bovino, 100 mM de indometacina 

e 5 mM de rosiglitazona. O fenótipo de adipócitos foi avaliado pelo corante Oil Red 

O, evidenciando os vacúolos de gordura. 

 Durante 4 semanas da indução da diferenciação osteogênica, as células 

foram mantidas, em placa de 12 poços, em meio completo composto por 10-5 M de 

dexametasona, 100 µg de ácido ascórbico e 10 mM de β-glicerofosfato. Assim como 

na diferenciação adipogênica, o meio era trocado 2 vezes por semana. A atividade 

osteoblástica foi avaliada por corante Alizarin Red S que colore a matriz extracelular 

rica em cálcio. 
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3.3 PROTOCOLOS DE DIFERENCIAÇÃO DAS CÉLULAS-TRONCO 
MESENQUIMAIS MURINAS EM CÉLULAS PRODUTORAS DE INSULINA (CPI) 
 

 

 As células-tronco mesenquimais isoladas da MO, pâncreas e rim foram 

submetidas a diferentes protocolos de diferenciação em células produtoras de 

insulina.  

 Em cada um dos protocolos testados, as células estavam na passagem 4 

(P4), cultivadas em triplicata em placa de 6 poços (TPP) com confluência superior a 

80% (~ 4x105 células/mL), tanto as tratadas com meios indutores, quanto as 

mantidas em meio completo (controle). As células, assim como no isolamento e na 

manutenção, foram incubadas em estufa umidificada a 37ºC e 5% de CO2 na 

atmosfera.  

 

PROTOCOLO I (modificado de Chen et al., 2004) - Durante 10 dias, as células foram 

cultivadas com 3 mL de L-DMEM (Dulbeccos’s Modified Eagles’s Medium/ low 

glucose) acrescido de 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco) e 20% de soro fetal 

bovino (Cultilab). Após este período, as células foram incubadas em meio L-DMEM 

sem soro suplementado com 10 mM/L de nicotinamida e 1 mM/L de β-

mercaptoetanol. Passadas 24 horas, foi acrescido ao meio 23 mM/L glicose e 

incubadas por mais 10 horas. As mMSCs controles foram cultivadas em meio 

completo (MC). 

  

PROTOCOLO II - Durante 7 dias as células foram mantidas em DMEM-

F12(Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12, Gibco)  com 1% de 

penicilina/estreptomicina, 2% de SFB, suplementado com 10 nM de nicotinamida. 

 

PROTOCOLO III (modificado de Timper et al., 2006) – Durante 3 dias as células 

foram mantidas em DMEM-F12 com 1% de penicilina/estreptomicina, sem soro, 

suplementado com 10 nM de nicotinamida (Sigma), 10 ng/mL de Activina-A (Sigma), 

0,2 µL/ mL de fator de crescimento de hepatócito (BioSource) e 10nM de exendina-4 

(Sigma, St. Louis,. MO). As mMSCs controles foram cultivadas em meio completo 

(MC).  
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3.3.1 Coloração com ditizona  

 

 

 A ditizona (DTZ) é um agente quelante de íons de zinco (Zn2+) os quais 

estão presentes nos grânulos de insulina, corando-os seletivamente. A solução 

estoque foi preparada pela diluição de 50 mg de DTZ (Merck; Whitehouse Station, 

NJ) em 5 mL de dimetil-sulfóxido (DMSO) e armazenada a -20ºC. 

 Com o objetivo de identificar as células que estão acumulando insulina, 

foram adicionados ao meio de cultura 10 µL/mL da solução estoque de DTZ 

esterilizada em filtro de nylon de 0,2 µm, conforme descrito por Shiroi e 

colaboradores (Shiroi et al., 2002). As culturas celulares foram incubadas a 37º C 

por 20 minutos e depois lavadas três vezes com solução de Hank. As culturas foram 

então visualizadas em microscópio invertido (Axiovert 25; Zeiss, Hallbergmoos, 

Alemanha) e fotografadas utilizando câmera digital (AxioCam MRc, Zeiss) e software 

AxioVision 3.1 (Zeiss). 

 

 

3.3.2 Extração e purificação de RNA 
 

 

  O RNA total das células diferenciadas e não diferenciadas foi extraído com 1 

ml de Trizol-LS (Invitrogen, CA, USA) seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. 

 As amostras foram centrifugadas a 12.000 x g por 15 min a 4° C e a fase 

aquosa removida e precipitada com álcool isopropílico, incubada por 10 min a 

temperatura ambiente, seguida de centrifugação a 12.000 x g a 4° C por 10 min. O 

precipitado foi lavado com etanol-DEPC (dietilpirocarbonato) 75%, centrifugado a 

7.500 x g a 4°C por 5 min e secado a temperatura ambiente por 10 min. As amostras 

foram ressuspendidas em 10 µL de H20 Milli-Q livre de RNAses com inibidor de 

ribonuclease RNAse OUT (40 U/µL, Invitrogen, CA, USA). A seguir, as amostras 

foram utilizadas como molde para a transcrição reversa ou estocadas a - 80°C.  
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3.3.3 Transcrição reversa 

 

 

 Reações contendo 2 µg de RNA total (4 µL), 1 µL de Oligo dT (500 µg/mL), 1 

µL de dNTP (10mM) e H20 Milli-Q q.s.p. 12 µL, foram preparadas, incubadas a 65° 

C por 5 min e resfriadas em gelo. Após término da incubação, foram adicionados 4 

µL de 5x First Strand Buffer, 2 µL 0,1M DTT e 1 µL RNAse OUT (40 U/µL, Invitrogen, 

CA, USA) e incubadas por mais 2 min a 37°C, seguidas da adição da enzima M-MLV 

(200 U/µL, Invitrogen, CA, USA) e incubação por 50 min a 37° C em termociclador. 

Após término da reação, a enzima foi inativada por 15 min a 70° C. Como último 

passo, para fazer a remoção do RNA complementar ao cDNA, as amostras foram 

incubadas com 1 µL (2 U) de RNAase H (Invitrogen, CA, USA) por 20 min a 37° C 

em termociclador. As amostras foram estocadas a -20° C até seu uso. 

 

 

3.3.4 Reação em cadeia da polimerase – PCR 

 

 

 A amplificação das amostras a partir do cDNA foi realizada com os 

iniciadores específicos para insulina 1 (acesso no gene bank NM_008386.3), 

conforme detalhado na tabela 1. Como controle interno da extração, também foi 

amplificado um fragmento de 248 pb correspondente ao gene da Gapdh (acesso no 

gene bank NC_000072.5, tabela 1). 

 

Tabela 1 - Primers empregados nos ensaios de RT-PCR para expressão gênica de insulina 1 e 
Gapdh. 
Primer direto (5’ – 3’) Reverso (5’ – 3’) Produto 

Insulina 1 5’GGC ATC CAG TAA 
CCC CCA GCC3’ 

5’GAC GAA CGG GAG 
ACC CTC GG3’ 248 pb 

Gapdh 5’AAA ATG GTG AAG 
GTC GGT GT 3’ 

5’GTT AGT GGG GTC 
TCG CTC CT 3’ 244 pb 

 

 Em todos os casos, foi utilizado 1,5 a 2,0 µL de cDNA molde em um volume 

final de 25 µL. As condições da reação, utilizando a enzima 0,5 µL Taq polimerase (5 

U/µL, 4G, Brasil), foram as seguintes: 5 min a 94° C, 35 ciclos nas seguintes 

condições: 30 s a 94° C, 45 s a 60° C e 45 s a 72° C, seguidos de 5 min de 
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incubação a 72° C. As amostras foram visualizadas em gel de agarose a 2% corado 

com Brometo de Etídio (Invitrogen, CA, USA). O resultado das reações foi 

visualizado sob luz ultravioleta, detectando as bandas correspondentes à insulina 1 

de 248 pb ou Gapdh de 244 pb.  

 

 

3.3.5 Avaliação da expressão de insulina por Western Blot 

   

 Para determinar se as células tronco mesenquimais previamente tratadas 

com meios indutores eram capazes de expressar insulina, tanto células-tronco 

tratadas como não tratadas foram lavadas duas vezes com tampão gelado, lisadas 

em tampão contendo Tris-HCl 62,5 mM (pH 6.8), SDS 2%, 10% glicerol e azul de 

bromofenol, com 2 β-mercaptoetanol, sonicadas em banho de água a 4° C, 

centrifugadas por 10 min e o sobrenadante incubado a 95° C por 5 min.  

 Alíquotas de 15 µL foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 

com SDS (SDS-PAGE) 12% e transferidas para membranas de nitrocelulose 

(Amersham Hybond ECL Nitrocellulose Membrane, NJ, USA) por 18 horas a 23 V, 4° 

C. As membranas foram incubadas com leite em pó desnatado a 5% em TBS (20 

mM Tris, 500 mM NaCl, pH 7.5) por 2 horas temperatura ambiente para bloquear 

ligações não específicas.  

 Subsequentemente, as membranas foram incubadas com anticorpo 

policlonal de coelho contra insulina humana (1:300, clone H-86, Santa Cruz 

Biotechnology, CA, USA), seguido da incubação com o anticorpo secundário contra 

Ig de coelho, conjugado à peroxidase de raiz forte (1:2.000 Cell Signaling 

Technology, MA, USA) e detecção por quimioluminescência (Cell Signaling 

Technology, MA, USA) em filme de raio X.  

 Como controle, as membranas foram novamente incubadas com Tris-HCl 

500 mM (pH 6.7), SDS 2%, e 2 β-mercaptoetanol, por 30 min a temperatura 

ambiente, para a completa remoção dos reagentes e novamente incubadas com 

anticorpo monoclonal de camundongo contra actina (1:5.000, clone AC-15, Abcam, 

MA, USA) seguido de anticorpo secundário policlonal de coelho anti-Ig de 

camundongo conjugado à peroxidase de raiz forte (1:2.000, Abcam, MA, USA) e 

reveladas como especificado acima. Como controle positivo, foi feita a extração de 

proteínas a partir de pâncreas de camundongo BALB/c. 
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3.3.6 Implante de mMSCs em camundongos diabéticos induzidos  

 

 

 Para analisar a funcionalidade das células in vivo, após o processo de 

diferenciação em CPI, 106 células diferenciadas foram implantadas em 

camundongos BALB/c diabéticos (tabela 2).  

 

Tabela 2 - Descrição dos grupos experimentais. 
Grupo Origem MSCs n Terapia celular 

1 Rim 4 106 células 
diferenciadas 

2 Pâncreas 4 106 células 
diferenciadas 

3 Pâncreas 4 
106 células   

não 
diferenciadas 

             4 - 4 Sem tratamento 
 

 A indução de diabetes foi realizada com uma dose única intraperitoneal de 

200 mg/kg de estreptozotocina (Sigma), dissolvida em citrato de sódio- ácido cítrico, 

pH 4,2, em camundongos com 8 a 12 semanas de idade. A determinação da glicose 

sanguínea foi realizada através de glicofitas em monitor de glicemia (Accu-Chek 

Advantage II- RocheÒ). Para tanto, bastava uma gota de sangue retirada através de 

uma pequena picadela na ponta da cauda com uma lanceta. A mensuração da 

glicose e peso era realizada semanalmente. Foram considerados diabéticos os 

animais que apresentavam glicemia superior a 350 mg/dL. Além disto, outros 

aspectos característicos do diabetes foram observados, como ingestão hídrica, 

perda de peso e diurese excessiva. 

 Trinta dias após a indução, realizada a pesagem e aferição glicêmica, os 

animais foram anestesiados com injeção intraperitoneal de uma dose única de 0,1 

mL de solução final de cloridrato de xilazina 2% (Rompun®, Bayer Animal Health, 

endereço) e cloridrato de ketamina 10%(Dopalen®, Agribrands Brasil Ltda, 

endereço) diluídos a 2 mg/ml e 10 mg/mL, respectivamente, em solução salina 

(0,9%) (Alcon®, Alcon Labs. do Brasil Ltda.), para cada 10 g de peso corporal. Após 

tricotomia na região inferior dorso-lateral esquerda, foi exposto o rim através de uma 

incisão de 1,5 cm e, com auxílio de uma pinça fina reta, foram impantadas, sob a 
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cápsula renal, 106 células. Suturado, o animal foi colocado em placa aquecedora e 

monitorado até apresentar reações a estímulos externos. 

 Passado o efeito sedativo, os animais foram colocados em gaiolas 

individuais, devidamente identificadas e mantidos com ração balanceada padrão 

para roedores e água ad libitum. Os níveis de glicose e o peso dos animais foram 

registrados semanalmente. A reversão do diabetes foi considerada quando os 

animais apresentaram glicemia inferior ou igual a 250 mg/dL. 

 

 

3.3.7 Estudo experimental cego 

 

 

 Para evitar tendenciosidade, a análise dos experimentos descritos nos itens 

2.2 a 2.5 foi realizada às cegas pelo grupo do Laboratório de Transplantes do 

Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS, sob orientação da Dra. Florencia 

Barbé-Tuana.  

 As amostras enumeradas foram enviadas ao laboratório e após, em 

conjunto, os resultados foram analisados relacionando o número da amostra à fonte 

celular e protocolo. Exemplo: amostra 1 – mMSC pancreática+protocolo IV; amostra 

2 – mMSC pancreática controle (não diferenciada); e assim por diante. O mesmo foi 

realizado durante a mensuração do peso e glicemia dos animais. Os camundongos 

foram enumerados na cauda com caneta permanente, porém as aferições dos 

transplantados eram realizadas sem que o observador soubesse da terapia celular 

aplicada. 

 

 

3.3.8 Análise estatística 

 

 

Todos os dados foram expressos por meio de média e desvio padrão (DP). 

Comparações estatísticas do grupo controle versus grupos tratados com CPIs ou 

mMSCs foram realizadas através da análise variância com fator único (ANOVA). Os 

grupos foram considerados estatisticamente difererentes quando valor de P < 0,005 

(SPSS 15.0).  



 50

 

 

4 RESULTADOS 
 

 

4.1 ISOLAMENTO, EXPANSÃO E CARACTERIZAÇÃO DE CÉLULAS-TRONCO 
MESENQUIMAIS MURINAS  
 

 

4.1.1 Análise morfológica qualitativa das mMSCs 

 

 

 As células foram cultivas a partir de rim, pâncreas e MO de camundongos 

BALB/c seguindo protocolo já bem estabelecido de isolamento e cultivo de células-

tronco mesenquimais em estado indiferenciado (Meirelles & Nardi, 2003). Conforme 

esperado, as células apresentaram morfologia fusiforme alongada, com núcleo 

central e alguns prolongamentos. Apresentaram altas taxas replicativas e aderiram 

às garrafas plásticas de cultivo celular (figura 1).  

 

 
Figura 1 – Microscopia de contraste de fase de mMSCs indiferenciadas, após a 4ª passagem, 
isoladas de rim (A), pâncreas (B) e MO(C) de camundongos BALB/c e cultivadas em meio 
completo. Aumento de 200X (B) e 400X (A e C). 
  

 Embora o descarte de células não aderentes e adição de novo meio de 

cultura fossem realizados a cada 2 dias, diante da heterogeneidade celular da MO 

(figuras 2G e 2H), apenas após a segunda passagem houve remoção satisfatória 

(não total) de contaminantes hematopoiéticos e outros tipos celulares. 
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Figura 2 – Microscopia de contraste de fase de mMSCs indiferenciadas de rim (A-C), pâncreas 
(D-F) e MO (G-I) após 4 dias em cultura (A, D e G), 10 dias (B, E e H) e com mais de 30 dias em 
cultura (C, F e I). As setas vermelhas evidenciam a heterogeneidade celular da MO no início do 
cultivo. Aumento 50X (A) e 100X (B-I). 
 

 

4.1.2 Análise da expansão in vitro das células-tronco mesenquimais murinas 
 

 

 Estimou-se a expansão das células com base na área ocupada pelas 

mMCSs (population doubling-PD). À área de crescimento ocupada pela cultura 

primária foi arbitrariamente dado o valor 1. Ao ocorrer a segunda passagem, a taxa 

de repique (1:3) foi multiplicada pelo número inicial resultando no valor 3 da área de 

crescimento acumulada. Este processo foi repetido a cada passagem, fornecendo 

uma curva de crescimento (figura 3) que é diretamente proporcional ao número de 

células. 
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Figura 3 - Gráfico de comparação da cinética de crescimento das mMSCs oriundas de rim, 
pâncreas e MO. 
 
 
 Observou-se uma fase de latência na cultura primária da MO, quando 

comparada às mMSCs oriundas do rim e pâncreas. Além disso, neste trabalho e 

diante da forma como foi realizado o isolamento e a manutenção das células, nota-

se (figura 3) um potencial de crescimento superior das mMSCs dos tecidos 

extramedulares comparados à área de crescimento das células provenientes da MO. 

 

 

4.1.3 Análise fenotípica das mMSCs por citometria de fluxo  

 

 

  A visualização da presença dos marcadores celulares em ensaios de 

citometria de fluxo objetivou comprovar o fenótipo das células-tronco obtidas do rim, 

pâncreas e MO. As culturas na 4ª passagem foram submetidas à marcação com 

anticorpos específicos para Sca-1, CD13, CD11b, CD29, CD44, CD45, CD49e e 

CD90.2. As figuras 4 a 6 apresentam os resultados observados para mMSCs 

isoladas do rim, pâncreas e MO, respectivamente, plotados em forma de histograma. 
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Figura 4 – Perfil imunofenotípico das mMSCs derivadas de rim. Os histogramas apresentam a 
expressão (traço preto) das moléculas selecionadas (Sca-1, CD13, CD11b, CD44, CD45, CD49e 
e CD90.2) comparadas com o controle isotípico negativo(traço vermelho). 
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Figura 5 - Perfil imunofenotípico das mMSCs derivadas de pâncreas. Os histogramas 
apresentam a expressão (traço preto) das moléculas selecionadas (Sca-1, CD13, CD11b, CD44, 
CD45, CD49e e CD90.2) comparadas com o controle isotípico negativo(traço vermelho). 
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Figura 6 - Perfil imunofenotípico das mMSCs derivadas de MO. Os histogramas apresentam a 
expressão ((traço preto) das moléculas selecionadas (CD11b, CD29, CD44, CD45, CD49e e 
CD90.2) comparadas com o controle isotípico negativo (traço colorido). 
 

 

 

4.1.4 Ensaio de diferenciação adipogênica e osteogênica das mMSCs in vitro 
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 As culturas derivadas de pâncreas, rim e MO também foram testadas quanto 

à sua potencialidade para diferenciação em osteoblastos e adipócitos. As células 

foram submetidas aos protocolos de diferenciação na 4ª passagem.  

 Os resultados mostraram que todas as culturas foram capazes de originar 

adipócitos e osteócitos, quando adequadamente induzidas (figura 7). Os vacúolos de 

gordura estão evidenciados pelo corante Oil Red O, principalmente nas células 

isoladas da MO, bem como sua capacidade de diferenciação osteogênica avaliada 

pelo corante Alizarin Red S que colore a matriz extracelular rica em cálcio. 

 

 
Figura 7 – Diferenciação osteo e adipogênica de mMSCs, após a 4ª passagem, derivadas de 
pâncreas (A -C), rim (D-E) e MO(G-I). Depósitos de cálcio na matriz extra-celular foram corados 
com Alizarin Red S (B, E e H). Vacúolos de gordura corados com Oil Red O (C, F e I). MSCs 
cultivadas em meio completo mantêm o aspecto convencional em microscopia de contraste de 
fase (A, C e F). Aumento de 50X (H), 100X (A-G). 
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4.2 ENSAIOS DE DIFERENCIAÇÃO DAS CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS 
MURINAS EM CÉLULAS PRODUTORAS DE INSULINA (CPI) 
 
 
 
4.2.1 Protocolo I 

 

 

 Para o processo de diferenciação de células-tronco mesenquimais em 

células produtoras de insulina, utilizou-se o protocolo descrito por Chen e 

colaboradores (2004) para diferenciação em CPI a partir de MO de ratos Wistar. 

Embora as células tenham proliferado formando pequenos aglomerados (figura 8B e 

8D), não foi possível detectar a presença de insulina nestas células, nem pelo 

método de coloração com ditizona (DTZ), tampouco pelo método de RT-PCR. 

 

 
Figura 8 - Microscopia de contraste de fase de mMSCs em meio indutor para diferenciação em 
células produtoras de insulina, conforme o protocolo I. Células indiferenciadas coradas com 
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DTZ (em MC) oriundas de rim (A), pâncreas (C) e MO (E) e 11 dias após a incubação com meio 
indutor: rim (B), pâncreas (D) e MO (F) coradas com DTZ. Aumento de 50X (B, C e D) 100X (A, E 
e F). 
 
 
4.2.2 Protocolo II 

 

 O protocolo aplicado às três populações de mMSCs isoladas de 

camundongos BALB/c, levou as células de rim e MO a assumirem morfologia 

endotelial com agrupamentos tridimensionais similares à angiogênese in vitro 

durante o período de exposição ao meio suplementado com nicotinamida e 2% de 

SFB. Já as culturas de células isoladas de pâncreas organizaram-se em pequenos 

clusters (figura 9D), porém ao tratá-las com ditizona, não houve alteração da 

coloração, indicando ausência de grânulos de insulina. Também não pudemos 

detectar a expressão de insulina através do método de RT-PCR.  

 

 
Figura 9 - Microscopia de contraste de fase de mMSCs em meio indutor para diferenciação em 
células produtoras de insulina. Células indiferenciadas coradas com DTZ (em MC) oriundas de 
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rim (A), pâncreas (C) e MO (E) e 7 dias após a incubação com meio indutor: rim (B), pâncreas 
(D) e MO (F) coradas com DTZ. Aumento de 50X (B e F), 100X (A, C e E) e 400X (D). 
 

 

4.2.3 Protocolo III 

 

 

 Timper e colaboradores (2006) obtiveram sucesso ao diferenciar MSCs 

derivadas de tecido adiposo humano em células com fenótipo pancreático 

endócrino. O grupo observou, após a indução, a ativação da expressão dos genes 

da insulina, somatostatina e glucagon.  Ao aplicarmos um protocolo similar, 

conforme descrito no item Metodologia, foi possível observar a formação de clusters 

e células ovais corados com DTZ nas mMSCs derivadas de rim (figuras 10B e 10C) 

e MO (figuras 10H e 10I), porém quantitativamente e morfologicamente distintas 

entre si. Embora tenha sido observada esta mesma diferenciação em mMSCs de 

pâncreas(figuras 10E e 10F), quando o protocolo foi modificado, retirando do meio 

de indução estudado apenas a activina-A, pode-se verificar o aumento do número de 

células diferenciadas apresentando morfogênese de clusters secretores de insulina 

nesta população (figuras 11E e 11F). 
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Figura 10 - Microscopia de contraste de fase de mMSCs em meio indutor suplementado com 
activina-A para diferenciação em células produtoras de insulina. Células indiferenciadas 
coradas com DTZ (em MC) oriundas de rim (A), pâncreas (D) e MO (G) e 3 dias após a 
incubação com meio indutor: rim (B e C), pâncreas (E e F) e MO (H e I) coradas com DTZ. 
Aumento de 50X (E e G), 100X (A, D e H), 200X(B e F) e 400X (C e I). 
 
 

 
Figura 11 - Microscopia de contraste de fase de mMSCs em meio indutor sem activina A para 
diferenciação em células produtoras de insulina. Células indiferenciadas coradas com DTZ (em 
MC) oriundas de rim (A) e pâncreas (D) e 3 dias após a incubação com meio indutor: rim (B e 
C) e pâncreas (E e F) coradas com DTZ. Aumento de 50X (D), 100X (A e Be 400X (C, E e F). 
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 Quando comparamos as populações de células-tronco mesenquimais 

oriundas de rim em meio indutor suplementado com activina-A (figuras 10B e 10C) 

às expostas ao meio sem activina-A (figuras 11B e 11C), observamos que o 

processo de diferenciação e adoção de morfologia similar a células produtoras de 

insulina ocorre efetivamente somente nas tratadas com o indutor em questão. 

 Para avaliar a expressão do gene da insulina, amostras das populações de 

mMSCs submetidas ao protocolo III (tabela 3) foram analisadas através de reações 

RT-PCR (Reverse Transcriptase - Polymerase Chain Reaction). Como controle 

positivo, foram utilizadas proteínas extraídas a partir de pâncreas de camundongo 

BALB/c. 

 

Tabela 3 – Amostras de mMSCs submetidas ao meio de diferenciação em CPI para avaliação 
da expressão gênica da insulina por RT-PCR. 

(mMSCS) Protocolo de indução em CPI 

Pâncreas 

DMEM-F12  
1% de penicilina/estreptomicina  
10 nM de nicotinamida,  
1 µL/5mL de HGF  
10 nM de exendina-4 

MO 

DMEM-F12  
1% de penicilina/estreptomicina  
10nM de nicotinamida 
10 ng/mL de Activina-A 
1 µL/5mL de HGF  
10 nM de exendina-4 

Rim 

DMEM-F12  
1% de penicilina/estreptomicina  
10 nM de nicotinamida 
10 ng/mL de Activina-A 
1 µL/5mL de HGF  
10 nM de exendina-4 

Pâncreas (controle) 
HDMEM 
10% SFB 
1% de penicilina/estreptomicina  

 

 A figura 12 mostra a expressão do gene da insulina 1 após 3 dias de 

incubação das mMSCs em meio indutor de diferenciação in vitro em células-

produtoras de insulina. O Gapdh foi escolhido como gene de expressão constitutiva 

comportando-se de maneira muito semelhante em todas as amostras. O gene da 

insulina 1 apresentou uma expressão importante na amostra de mMSCs 
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pancreáticas quando comparada ao controle (Gapdh). As amostras de origem renal 

e óssea medular apresentaram uma expressão discreta, porém detectável.  

 

 

Figura 12 – (A) Expressão do gene da insulina 1 avaliada por RT-PCR em amostras de cDNA de 
mMSCs derivadas do pâncreas (MSCp), medula óssea (MSCmo), rim (MSCr) e controle positivo 
(C+), após 3 dias em meio indutor para CPI; M (marcador de peso molecular). (B) Gráfico das 
densidades ópticas das bandas de cada grupo, normalizadas pelo Gapdh (sotware ImageJ 
1.43). 
 
 
 
  O mesmo resultado foi evidenciado quando submetemos as amostras a 

ensaios de Western Blot. A membrana apresentada na figura 13 evidencia a 

expressão de insulina principalmente na diferenciação de mMSCs derivadas de 

pâncreas em meio indutor sem ativina A. 
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Figura 13 – Expressão de insulina 1 avaliada por Western Blot, após 3 dias em meio indutor 
com (*) ou sem ativina A para CPI em amostras de mMSCs derivadas do pâncreas (P), rim (R), 
medula óssea (MO), controle positivo (C+) e controle negativo (C-); M (marcador de peso 
molecular). 
 
 
  
 
4.2.4 Implante de mMSCs em camundongos diabéticos induzidos 
 

 

 Um volume de 106 células diferenciadas autólogas foi implantado na cápsula 

renal de camundongos BALB/c diabéticos. A reversão do diabetes foi considerada 

quando os animais apresentaram glicemia inferior ou igual a 250 mg/dL. A 

funcionalidade das mMSCs de MO diferenciadas não foi avaliada diante do baixo 

número de células reativas à ditizona. Assim, por uma questão ética, não 

submetemos os animais à indução de diabetes por STZ e ao transplante de mMSCs 

derivadas da MO. 

 Embora expressassem o gene (conforme análise por RT-PCR) e a proteína 

insulina 1 (analisado por Western blot), in vivo, as células-tronco mesenquimais 

murinas derivadas de rim não apresentaram eficiência na reversão do diabetes 

(figura 14). Deste mesmo grupo, 2 animais morreram 72 horas após a cirurgia. Já os 

animais que receberam células diferenciadas de procedência pancreática, após 20 

dias do implante em cápsula renal, foram capazes de reverter o estado 

hiperglicêmico dos animais (figura 15). Houve a morte de um animal 24 horas após a 

cirurgia. Não houve reversão do diabetes nos animais tratados somente com 

mMSCs não diferenciadas derivadas do pâncreas (figura 16), tampouco reversão 

espontânea nos animais não tratados (controle) (figura 17). 

 



 64

 
Figura 14 – Gráficos de glicemia (A) e peso corporal (B) de camundongos BALB/c diabéticos 
induzidos, tratados com implante autólogo sub capsular renal de mMSCs oriundas de rim após 
ensaio de diferenciação em CPI. 
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Figura 15 - Gráficos de glicemia (A) e peso corporal (B) de camundongos BALB/c diabéticos 
induzidos, tratados com implante autólogo sub capsular renal de mMSCs oriundas de 
pâncreas após ensaio de diferenciação em CPI. Glicose sanguínea dos animais antes e após 
transplante de mMSCs derivadas de pâncreas (C). Os dados são apresentados em média+DP 
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(n=4 em cada grupo). p<0.005 ao comparar glicemia pré e após STZ. **p<0.005 ao comparar 
após STZ e após Tx. 
 

 

Figura 16 - Gráficos de glicemia (A) e peso corporal (B) de camundongos BALB/c diabéticos 
induzidos, tratados com implante autólogo sub capsular renal de mMSCs oriundas de 
pâncreas não diferenciadas. 
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Figura 17 - Gráficos de glicemia (A) e peso corporal (B) de camundongos BALB/c diabéticos 
induzidos não tratados (controle). 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

 A busca por alternativas terapêuticas para o DM1, voltadas à preservação 

e/ou regeneração da massa de células β e consequentemente à reconstituição do 

padrão fisiológico de secreção de insulina, tem sido exaustivamente realizada. 

Dentre as alternativas mais pesquisadas, destacam-se a capacidade regenerativa 

das células β (Nir, et al., 2007; Teta et al., 2007; Kopinke & Murtaugh, 2010), a 

contribuição de diferentes linhagens de células-tronco e possíveis precursores neste 

processo de regeneração, a capacidade imunomoduladora das células-tronco e o 

bloqueio da autoimunidade (Voltarelli et al., 2007). 

 Tanto as células-tronco embrionárias quanto as mesenquimais têm mostrado 

ser potencialmente capazes de originar células produtoras de insulina ex vivo 

quando expostas a estímulos adequados (Zalzmann et al., 2003). Uma das 

limitações no uso das células-tronco embrionárias está relacionada com sua enorme 

capacidade proliferativa e o risco de desenvolvimento de teratocarcinomas. Assim, 

explorar a potencialidade plástica das células-tronco mesenquimais derivadas de 

múltiplos órgãos e tecidos tem sido alvo de estudo de vários grupos de pesquisa. 

 No presente trabalho, caracterizou-se as células isoladas de MO, rim e 

pâncreas de camundongos adultos BALB/c quanto à proliferação de células 

aderentes ao plástico, perfil fenotípico e capacidade de diferenciação in vitro em 

osteoblastos e adipócitos de acordo com o preconizado pela International Society for 

Cellular Therapy (Dominici et al., 2006). Conforme esperado, as células 

apresentaram morfologia fibroblastóide e alta taxa proliferativa, porém distinta entre 

as populações. Células estromais derivadas da medula óssea não constituem uma 

população homogênea (Liu et al., 2009). Nas células de MO encontrou-se graus 

diversos de heterogeneidade nas culturas após isolamento e purificação, com 

pequenas células arredondadas entre as fibroblastóides (figura 2G) corroborado pela 

análise de imunofenotipagem (figura 6). É possível observar na figura 3 que, neste 

estudo, as populações celulares cresceram de maneira distinta, dando destaque às 

derivadas de tecidos extramedulares que que possuem uma taxa de proliferação 

maior quando comparada à da MO nas mesmas condições de cultivo. Considerando 

que o rim é um órgão extremamente vascularizado e que a zona perivascular é o 

nicho das MSCs in vivo (Meirelles et al.,2008), é possível compreender o elevado 
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potencial de estabelecimento de culturas de células mesenquimais a partir deste 

tecido, uma vez que uma boa taxa de expansão está diretamente relacionada ao 

número de células semeadas. 

 Na ausência de um marcador positivo próprio, as culturas de MSCs podem 

incluir um número de diferentes populações celulares, todas potencialmente 

variáveis em suas características fenotípicas e de crescimento, sendo a 

diferenciação mesenquimal um denominador comum (Bydlowski et al., 2009). As três 

populações celulares estudadas neste trabalho apresentaram reatividade negativa 

para o marcadores hematopoiéticos CD11b e CD45. Nas culturas celulares de rim e 

pâncreas, foi analisada a expressão de moléculas como CD13, que regula a 

morfogênese endotelial e a motilidade celular e está distribuídas em células 

mielóides, endoteliais, do estroma de suporte da hematopoese, cerebrais; 

fibroblastos, monócitos entre outras, e a expressão de Sca-1 (antígeno de células-

tronco 1, expresso em células hematopoiéticas murinas). Neste experimento 

observamos reatividade negativa para CD13, porém positiva para Sca-1 nas células 

oriundas do pâncreas. Somente a população celular derivada de MO foi analisada 

quanto ao marcador CD29, que liga-se a cadeias α para formar receptores 

envolvidos na adesão célula-célula e célula-matriz. Diferentemente das demais 

populações celulares, as células derivadas de rim se mostraram negativas para o 

antígeno de superfície CD44 (receptor para o hialuronato – abundante nos tecidos 

mesodérmicos) e CD49e (subunidade α5 da integrina). As células derivadas do rim e 

MO não expressaram o marcador hematopoiético CD90.2 (Kipps, 2001; Paraskevas, 

2004; Meirelles, 2006). Em geral, 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-tronco mesenquimais genuínas.  

 Células-tronco adultas são capazes de responder a estímulos externos e 

podem adotar perfis de expressão e fenótipo funcional de células de outros tecidos. 

Logo, o nicho (estímulos bioquímicos produzidos pelo tecido ou meio de cultura no 

qual a célula está inserida) tem papel decisivo na sua plasticidade (Herzog et al., 

2003; Spradling et al., 2001). Um dos critérios importantes na caracterização das 

MSCs está relacionado a sua capacidade em assumir diferentes fenótipos tais como 

condrócitos, osteoblastos, adipócitos ou células endoteliais, sob circunstâncias 

específicas, consistente com o desenvolvimento e  a manutenção do órgão do qual 
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derivam. Esta plasticidade é considerada ortodoxa, já que permanece dentro do 

contexto da homeostasia tecidual (Bianco et al., 2001). Submeteu-se as células 

derivadas de rim, pâncreas e MO a ensaios para via osteogênica e adipogênica. A 

diferenciação em adipócitos é iniciada por fatores que incluem insulina, 

dexametasona, indometacina e rosiglitazona. A diferenciação é acompanhada não 

só por alterações na morfologia celular, mas também pela ativação transcripcional 

de muitos genes o PPARγ2 (do inglês, peroxisome proliferator activated receptor γ2) 

(Tagami et al., 2003). Após quatro semanas de indução, verificou-se a presença de 

células contendo vacúolos de gordura com afinidade pelo corante Oil Red O (figura 

7E e 7H) e morfologia mais arredondada.  

 O ácido ascórbico, a dexametasona, o β-glicerolfosfato e o SBF são 

necessários para a ativação da diferenciação em osteócitos. Esta via requer a 

expressão de genes como o Cbfa-1 (do inglês, core binding factor alpha1), fosfatase 

alcalina, osteopontina, osteocalcina e colágeno I (Minguell et al., 2000). As células 

submetidas à diferenciação osteogênica mantiveram um aspecto fusiforme mais 

semelhante às células não induzidas e apresentaram aumento da atividade da 

fosfatase alcalina e deposição de uma matriz extracelular rica em cálcio, 

evidenciados pela coloração de Alizarin Red S. 

 Células-tronco progenitoras de células β estão presentes no pâncreas, 

chamando a atenção da comunidade científica por apresentam vantagens em 

relação às de outros tecidos, agregando características de alta taxa proliferativa com 

o fato de já estarem parcialmente diferenciadas na direção do fenótipo endócrino. 

Foram descritas populações de células-tronco pancreáticas derivadas de ilhotas 

(Ianus et al., 2003; Tang et al., 2004; Moriscot et al., 2005; Karaoz et al., 2010), 

ductos (Mezey et al., 2000), células acinares pancreáticas (Azizi et al., 1998; 

Woodbury et al., 2000; Munoz-Elias et al., 2004), em pâncreas de fetos e adultos 

(Vogel et al., 2003; Mareschi et al., 2006), mas não em células β (Atouf et al. 2007; 

Chase et al. 2007; Kayali et al. 2007; Morton et al. 2007; Weinberg et al. 2007). 

Células mesenquimais com potencial de diferenciação em produtoras de insulina 

também foram encontradas em tecidos extra-pancreáticos como fígado (Cai et al., 

2004), sistema nervoso central (Zhou et al., 2001), baço (Habener, 2005), pele 

(Fellous et al., 2009), medula óssea (Lechner et al., 2002; Cai et al., 2004; Moriscot, 

2005; González, 2010) e tecido adiposo (Timper et al., 2006). No entanto, não se 
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encontrou na literatura estudos que explorarassem a capacidade de diferenciação 

das células mesenquimais renais em CPIs. 

 As culturas derivadas de pâncreas, rim e MO também foram avaliadas 

quanto à sua potencialidade para diferenciação em células produtoras de insulina, 

através de tratamento com três protocolos distintos. Chen e colaboradores (2004), 

isolaram células-tronco mesenquimais de MO de ratos e, após indução, obtiveram 

células produtoras de insulina funcional com expressão do gene e da proteína. Ao 

contrário do esperado, ao adaptarmos o protocolo de Chen e colaboradores (2004) 

às populações estudadas, observou-se formação de aglomerados celulares.  No 

entanto, somente as mMSCs do pâncreas desenvolveram clusters e nenhuma das 

mMSCs coraram em presença de DTZ ou expressaram o gene da insulina. Embora 

o grupo de Chen tenha utilizado células de MO de outra espécie murina, as mMSCs 

medulares, neste estudo, não sofreram qualquer modificação na sua morfologia. 

Phuc e colaboradores (2010) utilizaram um protocolo similar ao descrito por Chen, 

utilizando MSCs isoladas de cordão umbilical humano, e obtiveram resultados 

satisfatórios com normalização dos níveis glicêmicos quando transplantadas em 

pâncreas de camundongos. São vários os estudos que utilizam a nicotinamida e o β-

mercaptoetanol, que potencializa os efeitos endócrino-estimulatório da nicotinamida, 

como comprovados indutores para diferenciação em CPI, porém diante dos 

resultados encontrados, sente-se necessidade de aprofundamento da compreensão 

dos mecanismos no processo de (trans)diferenciação e adaptação do protocolo. 

 O segundo protocolo aplicado considerou o potencial da nicotinamida,  

inibidor da síntese da poli ADP-ribose que possui efeito estimulatório das células 

progenitoras do pâncreas em células produtoras de insulina e protetor da 

dessensibilização dos receptores de glicose (Tang et al., 2004; Chao et al., 2008). 

As células derivadas de pâncreas induzidas à diferenciação em CPI, após 

submetidas a este ensaio, organizaram-se em clusters, porém não responderam à 

coloração com ditizona e tampouco expressaram o gene da isulina 1. O mesmo 

ocorreu com as células derivadas de rim e MO, todavia assumindo morfologia 

endotelial com agrupamentos tridimensionais similares à angiogênese in vitro( figura 

9B e 9F).   

 No presente trabalho, através do protocolo adaptado de Timper e 

colaboradores (2006), nós demonstramos que células-tronco mesenquimais 

derivadas de medula óssea, rim e pâncreas possuem distintamente capacidade de 
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(trans) diferenciação em células aptas a adotar fenótipo endócrino pancreático 

expressando insulina 1 in vitro. Os mecanismos que levam à diferenciação de 

células adultas em células produtoras de insulina ainda são mal compreendidos, já 

os indutores utilizados neste estudo são reconhecidamente importantes neste 

processo.  A exendina-4, descoberta na saliva do lagarto Heloderma suspectum, é 

um peptídio sintético 53% homólogo ao hormônio GLP-1(do inglês, Glucagon like-

peptide-1) (Eng et al.,1992) o que lhe confere características importantes no que diz 

respeito à diferenciação, aumento de massa celular e neogênese de ilhotas 

pancreáticas. Logo, é um potente secretagogo de insulina (Xu et al., 1999; Hui et al. 

2001; Abraham et al. 2002 Bai; Meredith G and Tuch, 2005). A nicotinamida é um 

inibidor da síntese da poli ADP-ribose e possui efeito estimulatório das células 

progenitoras do pâncreas em células produtoras de insulina (Tang et al., 2004).  Na 

necessidade de recriar in vitro um ambiente similar à fase embriogênica, as células 

mesenquimais foram induzidas a formar a endoderme pancreática enriquecendo o 

meio com ativina A, uma proteína da família do TGF-β (do inglês, transforming 

growth factor β) (D’Amour et al., 2005).  

 Utilizando estes potentes fatores, conseguiu-se não somente induzir a 

formação de agregados celulares mimetizando a arquitetura de uma ilhota 

pancreática, como também a ativação do gene da insulina nas três populações 

celulares estudadas, assim como a expressão da proteína em questão. Segundo 

Timper e colaboradores (2006), este processo se deve ao fato do meio enriquecido 

estimular a ativação de fatores de transição Ipf-1, Isl-1, Ngn-3 cruciais para o 

desenvolvimento de células endócrinas do pâncreas. Uma das questões 

inquietantes, contrariando uma gama de estudos que envolvem diferenciação 

endócrino pancreática (Kim et al., 2000; Bonner-Weir & Weir, 2005), refere-se ao 

fator chave indutor deste processo, a ativina A. As mMSCs pancreáticas 

responderam de maneira distinta diante da adição ou não do indutor ao meio. As 

células que receberam meio suplementado com ativina não expressaram insulina 1 

(figura 13). Na fase embrionária a ativina A desempenha um papel importante no 

desenvolvimento do pâncreas, enquanto que na fase adulta está envolvida na 

manutenção, reparo tecidual e ativação de fibroblastos. 

 A funcionalidade das CPIs in vivo foi observada nas células derivadas de 

pâncreas, quando transplantadas em cápsula renal de camundongos diabéticos 

induzidos. Não foi possível distinguir-se a origem das células progenitoras 



 73

pancreáticas, diferenciadas em CPIs através deste protocolo, uma vez que o 

fragmento inicial continha, além de células β, tecido acinar, endotelial e estromal. 

MSCs coletadas de diferentes tecidos apresentam um padrão geral semelhante, 

quanto a características como imunofenótipo, plasticidade, entre outras, mas 

algumas diferenças sugerem que outras características biológicas sejam específicas 

(da Silva Meirelles et al., 2008).Por outro lado, não é possível afirmar que este 

achado advém de um possível privilégio tecido-específico, em que as células 

estejam parcialmente diferenciadas na direção do fenótipo endócrino. Para tanto 

seria necessário dar continuidade ao estudo e explorar de maneira mais 

aprofundada o potencial das células-tronco mesenquimais murinas derivadas de rim, 

já que elas comprovadamente expressaram o gene e a proteína insulina 1 in vitro, 

além de apresentarem uma alta taxa proliferativa quando estimuladas. 

 Esforços têm sido empreendidos na tentativa de elucidar os mecanismos 

etiológicos do DM1, além de avanços no tratamento, objetivando buscar soluções de 

impacto sobre a doença e melhoria da qualidade vida das pessoas acometidas. A 

obtenção de um produto celular capaz de mimetizar efetivamente as características 

endócrinas da células β pancreática ainda é um grande desafio, mas promissor quando 

nos deparamos com o número de pesquisas engajadas em aperfeiçoar protocolos de 

terapia regenerativa e compreender o mecanismo que envolve todo este intrigante 

processo fisiológico regenerativo. Assim, ainda é necessário definir o real papel das 

células-tronco na terapia do DM1, seja na regeneração tecidual ou na imunorregulação. 
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6 CONCLUSÃO  
 
 
 
- Levando em consideração a facilidade de isolamento, aderência ao plástico, 

propagação em cultura e imonofenotipagem, as células isoladas de rim, pâncreas e 

MO de camundongos BALB/c apresentaram-se como células-tronco multipotentes; 

 

- Foi possível gerar células com características de CPIs, incluindo morfologia 

esférica, formação de clusters, secreção de insulina  positiva para ditizona e   

expressão in vitro do gene e da proteína da insulina-1 a partir de células-tronco 

mesenquimais isoladas de rim, pâncreas e MO; 

 

- As células produtoras de insulina derivadas de células-tronco mesenquimais 

pancreáticas podem reverter o estado hiperglicêmico quando transplantadas em 

cápsula renal de camundongos diabéticos induzidos, indicando que são capazes de 

diferenciarem-se in vitro em CPIs funcionais; 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

 Existe uma justificada, intensa e constante pesquisa em torno do DM1 em 

todo o mundo, particularmente, para um melhor entendimento dos mecanismos de 

desenvolvimento da doença e avanços na prevenção e tratamento desta doença. 

Dentro desta proposta, o grupo do Laboratório de Transplantes do Instituto de 

Pesquisas Biomédicas e Programa de Pós-graduação em Medicina e Ciências da 

Saúde da Faculdade de Medicina da PUCRS está empenhado em estudar, clínica e 

experimentalmente, etiologia, patogenia, diagnóstico e terapia do diabetes mellitus, 

em especial ao DM1.  

 Acredita-se que modelos animais experimentais são valiosas ferramentas 

para estudo das doenças humanas por eles mimetizadas, principalmente no campo 

de doenças autoimunes, oferecendo oportunidades de pesquisa na formulação de 

novas modalidades terapêuticas. Sendo assim, a pesquisa sobre DM1, do 

Laboratório de Transplantes, tem como principal objetivo a sedimentação dos 

conhecimentos da terapia celular do diabetes pela aplicação terapêutica de ilhotas 

pancreáticas e células-tronco através do uso de biomodelos de DM1. Biomodelos 

experimentais de DM1 têm viabilizado, dentro do grupo, a produção de pesquisas 

sobre transplante de ilhotas pancreáticas como tratamento alternativo para a 

doença, sobretudo ao que diz respeito aos diferentes métodos de isolamento, 

estresse oxidativo e efeito citoprotetor de tocoferóis na viabilidade e funcionalidade 

de ilhotas pancreáticas. 

A presente tese inaugurou uma cooperação científica entre dois grupos com 

interesses em comum, o Laboratório de Transplantes (IPB/PUCRS) e o Laboratório 

de Imunogenética (UFRGS). O estudo que a autora apresenta abre espaços, 

facilitando ao grupo do Laboratório de Transplantes o desenvolvimento de projetos 

envolvendo células-tronco mesenquimais, in vitro e em modelos animais. A presença 

de vários fatores, assim como as limitações éticas impostas na investigação da 

doença em humanos faz com que sejam utilizados modelos animais.  

O presente estudo utilizou, como receptores dos implantes celulares, 

camundongos BALB/c, cujo diabetes é induzido quimicamente por única dose de 

200 mg/kg de estreptozotocina. A indução experimental de diabetes em animais 
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ocorre após a destruição química seletiva das células beta pancreáticas. A STZ, na 

dosagem de 160 a 250 mg/kg, tem um efeito citotóxico direto nas células beta de 

camundongos. Causa dano no ácido desoxirribonucléico (DNA), depletando Nicotina 

Adenina Dinucleotídeo (NAD+), que inibe a biossíntese e a secreção de insulina e, 

deste modo, inicia a morte das células beta, através da depleção de energia. Em 

doses sub-diabetogênicas (40mg/kg) a STZ pode produzir insulite pancreática, com 

morte progressiva das células beta levando também ao diabetes mellitus. O 

aparecimento de lesão inflamatória nas ilhotas sugere que, múltiplas baixas doses 

de STZ agem pela iniciação de reação imune mediada por células (Rayat et al., 

2000). Weide e Lacy demonstraram que a natureza da insulite é autoimune devido à 

indução de neo-antígenos nas ilhotas por ação da STZ (Weide & Lacy, 1991). 

Assim, o modelo estudado para avaliar a reversão do diabetes pelo implante 

das IPCs, não mimetizou de forma fidedigna a doença na condição humana. Novos 

ensaios devem ser realizados em camundongos NOD (do inglês, non- obese 

diabetic) que desenvolvem diabetes através da destruição das células produtoras de 

insulina, de forma semelhante à observada em humanos (Kodama et al., 2003). A 

utilização de camundongos NOD, ainda que possua ampla diferença imunológica 

funcional quando comparada ao homem, permitiria avaliar não só os efeitos das 

IPCs implantadas, como também os efeitos da autoagressão voltadas a elas e 

recidiva da doença. Embora se tenha observado normalização da glicemia nos 

camundongos que receberam IPCs derivadas de pâncreas, não podemos avaliar se 

isso se deve à atividade imunossupressora da célula e subseqüente efeito protetor 

no tecido danificado ou apenas sua capacidade em produzir insulina. Em todo caso, 

houve um efeito, mesmo que indireto, proporcionando apoio endócrino às células 

pancreáticas.  

Ainda, testes de imunohistoquímica do tecido renal, no qual as células foram 

implantadas, devem ser realizados para analisar a detecção da expressão de 

insulina. Otimizando o desenho experimental, mMSCs isoladas de camundongos 

transgênicos para a proteína verde fluorescente (GFP) diferenciadas em CPI e 

implantadas em animais diabéticos imunodeficientes (NOD/SCID), poderiam ser 

utilizadas como marcador, avaliando possível migração ao tecido lesado. Dados 

quantitativos da secreção de insulina, em resposta à glicose, não foram avaliados e 

sua análise será objetivo previsto na continuação deste estudo, bem como a 



 77

expressão de outros hormônios, além da insulina, importantes no processo de 

restauração glicêmica como glucagon, somatostatina e polipeptídeo pancreático. 

Mesmo que os achados não sejam aplicáveis diretamente às condições 

encontradas em humanos, visto a dificuldade clínica para obtenção de tecido renal 

ou mesmo de tecido pancreático para isolamento de células-tronco mesenquimais, 

estudos como os descritos na presente tese podem contribuir para a pesquisa 

básica na construção do conhecimento necessário em futuras abordagens do 

potencial terapêutico e de plasticidade das células-tronco mesenquimais. Assim, se 

entende que é preciso continuar investigando os intrigantes processos que envolvem 

a regeneração tecidual endócrina e a colaboração efetiva das MSCs à terapia no 

DM1. 
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ANEXO 1 – Artigo de revisão publicado na revista Csientia Medica: Diabetes mellitus 
tipo 1: multifatores que conferem suscetibilidade à patogenia auto-imune. 
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Abstract 

The generation of insulin-producing cells (IPC) from embryonic or adult stem 

cells has been seen as a promising alternative for the treatment of type I 
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diabetes. Low efficiency and lack of response to extracellular levels of glucose, 

however, point to the need for further studies in this field. Mesenchymal stem 

cells (MSC), currently considered the most promising type of adult stem cells, 

may be obtained from virtually any tissue or organ. The present study aimed at 

investigating the potential of MSC derived from BALB/c bone marrow, kidney and 

pancreas to differentiate into IPC. We present evidence that MSC derived from 

these three tissues are capable of differentiation into IPC when cultured under 

specific inducing conditions. Differentiated cells form islet like clusters that 

express insulin at the molecular and protein level. Insulin-producing cells 

originated from pancreas-derived MSC are able to reverse streptozotocininduced 

diabetes when implanted under the kidney capsule of BALB/c mice. The 

immunoregulatory properties of MSC raise the possibility of developing an "offthe- 

shelf" therapeutic product for treating type 1 diabetes in the near future. 

Keywords: 

Mesenchymal stem cell. Diabetes. Cell differentiation. Cell therapy. Insulinproducing 

cell. 

Abbreviations: bmMSC, bone marrow-derived mesenchymal stem cell ; CM, 

culture medium; IPC, insulin-producing cell; kIPC, kidney-derived insulinproducing 

cell; kMSC, kidney-derived mesenchymal stem cell; MSC, 

mesenchymal stem cell; pIPC, pancreas-derived insulin-producing cell; pMSC, 

pancreas-derived mesenchymal stem cell. 

1. Introduction 

Type 1 diabetes mellitus type 1 (T1DM) is an autoimmune syndrome 
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characterized by the selective destruction of insulin-producing beta-cells in 

pancreatic islets. Therapeutic alternatives for T1DM, aiming at the preservation 

and/or regeneration of the mass of beta-cells, and therefore the reconstitution of 

the physiological level of insulin secretion, have been intensively studied. 

Although the therapeutic potential of bone marrow transplantation is under 

investigation [1], the establishment of insulin-releasing cell lines from mature cell 

types [2] and the regenerative capacity of beta-cells [4-5] have been extensively 

explored. 

The generation of insulin-producing cells (IPC) from embryonic and adult stem 

cells has been the focus of intensive study during the last decade. Signals 

regulating the in vitro differentiation of embryonic [6] and induced pluripotent 

stem (iPS) cells [7] into IPC are well documented. Beta cells have also been 

produced from a number of adult stem cells, including liver-, gut- and adiposederived 

stem cells [8]. The low efficiency of these processes and the generation 

of cells without full responsiveness to extracellular levels of glucose, however, 

point to the need for new studies to identify the source of regenerative cells. 

Mesenchymal stem cells (MSC) [9], currently considered the adult stem cells with 

greatest therapeutic potential for non-hematologic diseases [10], have also been 

investigated for the potential for in vitro differentiation into beta cells [11]. 

Different inducers have been used, including high glucose or nicotinamide 

concentrations in the culture medium [12,13], and addition of activin-A, betacellulin, 

and fibroblast (FGF), epidermal (EGF) or hepatocyte (HGF) growth factor 

[14-16]. The transduction of transcription factors involved in the development of 
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the pancreatic cells, such as PDX-1 and MafA, has also been used for the 

transdifferentiation of stem cells in IPC [15,17,18]. 

MSC may be obtained from other tissues, besides bone marrow, and recently we 

showed that they are distributed throughout the organism [19,20]. MSC cultures 

derived from different tissues show similar patterns of morphology, culture 

kinetics, immunophenotype or plasticity, but have also some tissue-specific 

differences. In this context, pancreas-derived MSC may be expected to be 

already partially programmed to differentiate into an endocrine phenotype, having 

thus a greater potential to differentiate into IPC. The present study aims at 

comparing mesenchymal stem cells derived from the bone marrow, kidney and 

pancreas for their capacity to originate functional insulin producing cells and to 

revert diabetes in a murine model. 

2. Materials and methods 

2.1. Animals 

BALB/c mice were housed at the PUCRS animal facility. Food and water were 

supplied ad libitum. Guidelines of the Ethics Committee on the Use of Animals 

(Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul, Brazil) were strictly 

observed. 

2.2. Isolation and expansion of mesenchymal stem cells 

Mesenchymal stem cells cultures were established from 4–6 week old BALB/c 

bone marrow (BM), kidneys and pancreas, according to previously described 

methodology [19]. Culture medium (CM) was composed of Dulbecco´s Modified 

Eagle Medium/low glucose (DMEM, Gibco BRL, Gaithersburg, MD) with 3.7 g/l 
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sodium bicarbonate (this and all other reagents were from Sigma, St Louis, MO, 

unless otherwise indicated), 2.5 g/l HEPES, 10% fetal bovine serum (Cultilab, 

SP, Brazil) and 1% penicillin/streptomycin (Gibco). Primary cultures were 

established by plating the cells into 6-well culture plates (TPP, Trasadingen, 

Switzerland), with incubation at 37°C in with 5% CO2, for 72 hours. Nonadherent 

cells were then removed by replacing the medium, and the adherent 

layer was refed every 3 or 4 days. For subculturing, cells were incubated with 

0.25% trypsin and 0.01% EDTA and replated. Split ratios were initially 1:2 or 1:3, 

and as the culture kinetics accelerated the ratios were set to values ranging from 

1:6 to 1:15. 

2.3. Characterization of murine mesenchymal stem cells 

For qualitative morphological analysis, MSC cultures were routinely observed by 

phase microscopy with an inverted microscope (Axiovert 25; Zeiss, 

Hallbergmoos, Germany) and photographed using a digital camera (AxioCam 

MRc, Zeiss). The growth kinetics of MSC cultures were analyzed by 

quantification of viable MSC, stained with trypan blue and counted in a Neubauer 

chamber. 

2.4. Flow cytometry 

For detection of surface antigens, the cells were trypsinized, centrifuged, and 

incubated for 30 minutes at 4°C with phycoerythrin (PE)- or fluorescein 

isothiocyanate (FITC)-conjugated antibodies against murine Sca-1, CD11b, 

CD13, CD29, CD31, CD44, CD45, CD49e, and CD90.2 (Pharmingen BD, San 

Diego, CA). The cells were analyzed using a FACScalibur cytometer equipped 
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with 488 nm argon laser (Becton Dickinson, San Diego, CA) with the CellQuest 

software. At least 10,000 events were collected per sample. 

2.5. In vitro adipogenic and osteogenic differentiation of MSC 

The capacity of 4th-passage MSC cultures derived from the BM, pancreas and 

kidney to differentiate into the adipogenic and osteogenic lineages was 

investigated as previously described [19]. To induce adipogenic differentiation, 

the cells were cultivated for 4 weeks on CM supplemented with 10-8 M 

dexamethazone, 2.5 μg/ml bovine pancreas insulin, 100 mM indomethacin and 

3.5 μM rosiglitazone. Adipocytes were revealed by staining with Oil Red O 

solution. Osteogenic differentiation was induced by culturing MSC for 4 weeks in 

CM supplemented with 10–5 M dexamethasone, 5 μg/ml ascorbic acid 2- 

phosphate and 10 mM -glycerophosphate . Osteoblasts were revealed by 

staining the calcium deposition with Alizarin Red S stain at pH 4.2. 

2.6. Differentiation of mesenchymal stem cells into insulin producing cells (IPC) 

MSC cultures at the 4th-5th passage were maintained for 3 days in DMEM-F12 

(Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12, Gibco) without 

serum, supplemented with 1% penicillin/streptomicyn, 10 nM nicotinamide, 10 

ng/ml activin-A, 50 ng//ml hepatocyte growth factor (HGF) and 10 nM exendin-4. 

Control MSC cultures were maintained in CM without any inducer. The 

production of insulin by differentiated cells was analyzed by dithizone staining 

(DTZ), RT-PCR and western blotting. 

2.7 - RT-PCR 

Total RNA was extracted from differentiated and non-differentiated cells, or from 
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pancreatic tissue for positive control, with 1 ml Trizol-LS (Invitrogen, Carlsbad, 

CA), according to the manufacturer´s instructions. RNA samples were 

resuspended in 10 μl Milli-Q RNAse-free water with 40 U/μl RNase Out 

ribonuclease inhibitor (Invitrogen). 

Reverse transcription (RT) was performed using MMLV reverse transcriptase 

(Invitrogen). Polymerase chain reaction (PCR) was performed with Gapdh and 

insulin 1 specific primers (access to gene bank NM_008386.3). The sense insulin 

primer was 5’-GGCATCCAGTAACCCCCAGCC-3 and the antisense primer was 

5´-GACGAACGGGAGACCCTCGG-3. For the Gapdh gene, sense and antisense 

primers were 5´- AAAATGGTGAAGGTCGGTGT-3 and 5´- 

GTTAGTGGGGTCTCGCTCCT-3´, respectively. PCR reactions contained 1.5 to 

2.0 μl cDNA in a final 25 μl volume, with 0.5 μl Taq polymerase (5 U/μL 4G, 

Uniscience, SP, Brazil). Amplification was carried out in a Perkin-Elmer 

thermocycler using 5 min at 94°C, 35 cycles of 94º C for 30 sec, 60ºC for 45 sec, 

and 72ºC also for 45 sec, followed by a 5-min incubation at 72°C. PCR products 

were electrophoresed on 2% agarose gels and stained with ethidium bromide 

(Invitrogen), originating insulin 1 and Gapdh bands of 248 bp and 244 bp, 

respectively. The optical density of the bands was quantified with the ImageJ 

software version 1.4 and normalized with Gapdh expression. 

2.8 - Western blotting 

For immunoblot analysis, differentiated and non-differentiated cells were lysed in 

Tris-HCl buffer (pH 6.8) with 2% SDS, 10% glycerol and 2- β-mercaptoethanol. 

Equal amounts of protein were separated on 12% SDS–PAGE, transferred to 
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nitrocellulose membranes (Amersham Hybond ECL Nitrocellulose Membrane, 

NJ) and probed overnight with polyclonal rabbit antibody against human insulin 

(1:300, clone H-86, Santa Cruz Biotechnology, CA), incubated with HRPconjugated 

anti-rabbit lg antibody (Cell Signaling Technology, Danvers, MA) and 

detected by chemiluminescence (Cell Signaling Technology) on X-ray film. 

Protein samples extracted from BALB/c pancreas were used as positive controls. 

2.9. Induction of experimental diabetes by streptozotocin and cell treatment 

BALB/c mice aged 8 to 12 weeks were treated with a single intraperitoneal 

injection of 200 mg/kg of streptozotocin freshly dissolved in 1 M citrate buffer, pH 

4.5. Blood glucose levels were determined weekly using Roche Accu-Chek 

Advantage II glucose meter. Body weight was also determined every week. 

Animals presenting blood glucose levels above 350 mg/dl were considered 

diabetic and used for cell transplantation. 

Thirty days after the induction of diabetes, the mice were treated with 106 

differentiated IPC or undifferentiated MSC. The cells were implanted under the 

kidney capsule and the animals were analyzed for blood glucose levels and body 

weight on days 10 and 20 after transplantation. The experimental groups (n=4) 

consisted of mice treated with pancreas-derived IPC (pIPC), kidney-derived IPC 

(kIPC), pancreas-derived MSC (pMSC), or control mice treated with culture 

medium only (Ct). The diabetes was considered reversed when the animals 

presented blood glucose levels below 250 mg/dl for at least two consecutive 

readings. 

2.10. Statistical analysis 
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Results are shown as means+SEM. The significance of difference was evaluated 

by the paired Student’s t-test. When more than one group was compared with a 

control, the significance was estimated by one-way analysis of variance 

(ANOVA). p < 0.05 was considered significant. 

3. Results 

3.1. Establishment and characterization of murine MSC 

MSC cultures were successfully established from BALB/c kidneys (kMSC), 

pancreas (pMSC) and bone marrow (bmMSC). The adherent cells were fusiform 

and elongated, with central nuclei and cytoplasmic prolongations. BM, kidney 

and pancreas-derived MSC were negative for the hematopoietic markers CD11b 

and CD45, and positive for CD44 and CD49e (data not shown). pMSC and 

kMSC were tested for CD13 and Sca-1 surface markers, with negative results 

except for the expression of Sca-1 on pMSC. Only bmMSC were analyzed for 

expression of CD29, with positive results. Variable expression of CD90.2 was 

seen in all MSC types (not shown). 

MSC derived from the three tissues showed similar adipogenic and osteogenic 

capacity (Fig. 1A-I). Analysis of the growth kinetics of cultures originated from the 

different tissues showed high replication rates (Fig. 1J). BM cultures, however, 

showed a latency phase and an overall lower growth potential when compared to 

kMSC and pMSC. 

3.2. In vitro differentiation of MSC into insulin-producing cells 

Kidney MSC induced with CM supplemented with nicotinamide, activin-A, HGF 

and exendin-4 originated clusters of oval IPC positively stained for DTZ (Fig. 



 110

2A,B). This treatment induced only a small number of DTZ-positive cells in 

bmMSC (Fig. 2C,D), and had no effect on pMSC (Fig. 2E,F). Removal of activinA 

from the inducting medium, however, resulted in the production of DTZ-positive 

IPC in pMSC (Fig. 2G,H), but not in kidney or bone marrow-derived MSC (not 

shown). Activin-A was therefore included in the inducing medium for 

differentiation of kidney and bone marrow cells only. 

Insulin gene expression in MSC submitted to differentiation into IPC for 3 days 

was analyzed by RT-PCR. The insulin 1 gene was highly expressed in 

pancreatic-derived insulin-producing cells (pIPC) (Fig. 3A,B). Kidney and bone 

marrow IPC presented a mild but detectable expression of the insulin 1 gene. 

Expression results were relative to Gapdh. 

In agreement with RNA expression, at the protein level, insulin production was 

detected by western blotting. Cultures of pIPC had particularly strong insulin 

expression, as evidenced in Fig. 3C. 

3.3. In vivo activity of insulin-producing cells 

Insulin-producing cells differentiated from pancreas or kidney-derived MSC were 

investigated for their potential to revert STZ-induced diabetes in BALB/c mice. 

Thirty days after STZ treatment, 106 IPC or MSC were implanted under the 

kidney capsule. Blood glucose levels and body weight were determined on days 

10 and 20 after cell transplantation. The results showed no spontaneous 

reversion of diabetes in untreated (control) animals or in mice treated with nondifferentiated 

pancreas-derived MSC or with kidney-derived IPC (Fig. 4). Only 

mice treated with pancreas-derived IPC presented a significant reversal in 
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hyperglycemia, on day 20 after cell transplantation (Fig. 4A,C). 

4. Discussion 

In the present study, we characterized MSC cultures derived from the BM, kidney 

and pancreas of adult BALB/c mice for their proliferative potential, 

immunophenotypic profile and the capacity for in vitro differentiation into 

osteoblasts and adipocytes, according to the criteria of the International Society 

for Cellular Therapy [21]. A lower rate of cell proliferation of bone marrow-derived 

MSC cultures has already been reported [19], and may be associated to 

increased heterogeneity of this population [22]. On the other hand, the existence 

of a perivascular niche for MSC [20] may explain the high potential for the 

establishment of these cultures from the kidney, a highly vascularized organ. 

Despite some variation, the immunophenotypic profile of cultures derived from 

the three tissues was consistent with the standard pattern described for MSC 

[10]. Cultures were also similar in their potential to differentiate into the 

osteogenic and adipogenic pathways. 

Pancreas, kidney and BM-derived MSC were also evaluated for their capacity to 

differentiate into insulin-producing cells. The potential to originate IPC has been 

described for MSC derived from extra-pancreatic tissues such as the liver [23], 

central nervous system [24], spleen [25], skin [26], bone marrow [27,28] and 

adipose tissue [29]. However, to our knowledge the capacity of kidney-derived 

MSC to originate IPC has not yet been investigated. Our results showed that a 

modification of the protocol proposed by Timper and collaborators [29] was able 

to induce bone marrow, kidney and pancreas-derived MSC to differentiate into 
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cells with an endocrinal pancreatic phenotype and expressing insulin in vitro. 

The mechanisms responsible for the differentiation of adult stem cells into 

insulin-producing cells are still poorly understood, but several inducers are 

important in this process. Exendin-4, a synthetic peptide, is 53% homologous to 

the glucagon like-peptide-1 hormone [30], which explains its ability to induce the 

differentiation, proliferation and neogenesis of pancreatic islets [31]. Nicotinamide 

is an inhibitor of poly(ADP-ribose) synthesis and stimulates the differentiation of 

pancreas progenitor cells into IPC [12]. Finally, activin A has been shown to 

induce the differentiation process into the pancreatic lineage, with an efficiency 

dependent on concentration, culture conditions and time of application [32]. The 

use of these powerful factors in the MSC cultures resulted not only in the 

induction of cellular aggregates resembling the architecture of pancreatic islets, 

but also in the activation of the insulin 1 gene. Contrary to other studies [33,34], 

we observed that activin A, considered as the key inducer of this process, inhibits 

the differentiation of pMSC into IPC. This result was repeatedly observed at the 

cellular, genetic and protein level, and further experiments are necessary to 

determine the pathways involved in the process. 

Insulin-producing cells originated from pancreas-derived MSC were able to 

reverse STZ-induced hyperglycemia, when implanted under the kidney capsule 

of diabetic mice. IPC originated from kidney-derived MSC, although expressing 

the insulin 1 gene (as shown by RT-PCR) and secreting insulin (as shown by 

western blotting), were not able to reverse diabetes in vivo. Whereas this 

difference is possibly related to the lower expression of the insulin 1 gene in 
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kIPC, it is also possible that other tissue-specific characteristics, involving for 

instance a partially defined genetic preprogramming towards the endocrine 

phenotype, are responsible for the phenomenon. As already suggested, MSC 

derived from different tissues share general patterns of proliferation capacity, 

immunophenotype and plasticity, but may exhibit some other tissue-specific 

biological characteristics [20]. Interestingly, Neshati and collaborators [35] have 

recently reported that rat bone marrow MSC treated with high glucose 

concentration, nicotinamide and beta-mercaptoethanol differentiate into IPC and 

can reverse hyperglycemia in rat model of diabetes. 

Efforts have been made to understand the etiologic mechanisms of T1DM and to 

find new therapeutic alternatives for the disease. Obtaining a cellular product that 

can effectively mimic the endocrine characteristics of the pancreatic beta cells 

remains a major challenge. The immunoregulatory activity of MSC and cells 

differentiated from them may avoid the need for tissue matching between MSC 

donor and recipient [36], MSC may be the first cell type able to be used as an 

"off-the-shelf" therapeutic product [37], as recently shown for the treatment of 

severe graft-versus-host disease [38]. 
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Legends 

Fig. 1. Plasticity and growth kinetics of MSC derived from BALB/c pancreas 

(pMSC, A-C and J), kidney (kMSC, D-F and J) and bone marrow (bmMSC, G-I 

and J). MSC cultivated in complete medium maintain their conventional aspect in 

phase microscopic contrast (A, D, G). Osteogenic differentiation is shown by 

staining of calcium deposited in the extracellular matrix with Alizarin Red S (B, E, 

H). Adipogenic differentiation is revealed by the staining of lipid vacuoles with Oil 

Red O (C, F, I). Magnifications, x100. (J) Comparative growth kinetics of cultures 

originated from different tissues. Growth curves of representative MSC 

populations from bone marrow, kidney and pancreas are plotted. 

Fig. 2. Morphology of MSC cultured in IPC-inducing medium with or without 

activin A and stained with DTZ. Islet-like clusters are not observed in control 

MSC cultured with CM without inducers (A, C, E, G). Kidney-derived MSC (A, B) 

readily differentiated into DTZ-positive cells (B) when cultured in inducing 

medium with activin A. BM-derived MSC (C, D) were also able to originate DTZpositive 

cells in the presence of activin A (D), but with much lower efficiency. 

Pancreas MSC (E-H) do not originate DTZ-positive cells when cultured in 

presence of activin A (F), but removal of this factor resulted in consistent 

formation of DTZ-positive clusters (H). Magnifications, x100. 

Fig. 3. Insulin gene expression in MSC submitted to differentiation into IPC for 3 

day-culture in inducing medium. (A) RT-PCR of IPC differentiated from MSC 
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isolated from the pancreas (pIPC), bone marrow (bmIPC) or kidney (kIPC) show 

different levels of expression of the insulin 1 gene. M, molecular weight marker; 

Ct+, positive control (pancreas). Expression results were relative to Gapdh. (B) 

Optical density of the bands, quantified with the ImageJ software version 1.4 and 

normalized with Gapdh expression. (C) Insulin production detected by western 

blotting in normal pancreas (Ct+) or in IPC differentiated from MSC isolated from 

the pancreas (p), bone marrow (bm) or kidney (k), cultured for 3 days in 

presence (*) or absence of activin A. The arrow points the 34-kb band 

corresponding to insulin 1. M, molecular weight marker; Ct-, negative control 

(washed membrane). 

Fig. 4. Blood glucose levels and body weight of STZ-induced diabetic mice 

implanted with insulin-producing cells or undifferentiated MSC. Thirty days after 

the STZ treatment [STZ (d-30)], 106 IPC or MSC were implanted under the 

kidney capsule (day 0). Blood glucose levels and body weight were determined 

on days 10 (d10) and 20 (d20) after cell transplantation. (A) Blood glucose levels 

remained at high levels in mice treated with kidney-derived IPC (kIPC) and 

pancreas-derived MSC (pMSC), and showed decrease only in mice treated with 

pancreas IPC (pIPC). (B) Body weight was similar in treated and control animals. 

(C) The quantitative analysis of blood glucose levels in mice treated with 

pancreas-derived IPC showed a significant reversal in hyperglycemia, on day 20 

after cell transplantation. Data are presented as means±SD (n=4/group). *p<0.05 

as compared with its mean value before STZ treatment; **p<0.05 as compared 

with its mean value before cell transplantation. 
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