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Introducao

O diabetes mellitus (DM) ¢ um grupo de desordens
metabodlicas caracterizado por hiperglicemia cronica resultante
de defeitos na secrec@o e/ou agdo da insulina. A hiperglicemia
cronica esta associada a danos e faléncia de varios 6rgaos,
especialmente olhos, rins, nervos, coragdo ¢ vasos sangui-
neos.'

Em estudo nacional realizado na década de 80, foi ob-
servada prevaléncia de 7,6% de diabetes na populagdo adul-
ta brasileira.? Estudo semelhante realizado em Ribeirao Preto
(SP), cerca de dez anos apos, evidenciou prevaléncia de 12,1%
na populagdo adulta daquela cidade.* Em 1997 foi anunciado
no XVI Congresso Mundial de Diabetes em Helsinque, Fin-
landia, que o diabetes acometia cerca de 153 milhdes de indi-
viduos no mundo e a previsao da Organizagdo Mundial da
Saude ¢ de que, em 2025, havera 300 milhdes de pessoas
diabéticas.*

O DM ¢ classificado em tipo 1, tipo 2, diabetes gesta-
cional e outras formas de diabetes mellitus." O diabetes
mellitus tipo 1 (DM1) é uma doenca que resulta da destrui-
¢do cronica das células 3 pancreaticas por mecanismos auto-

imunes mediados por células, como linfocitos T e macrofagos.
Este tipo de diabetes representa cerca de 5% de todos os
casos de diabetes no mundo, sendo mais frequente em pai-
ses escandinavos. Na sua base etiopatogénica encontra-se a
associacdo entre fatores genéticos e ambientais. Existem mais
de vinte genes envolvidos no desenvolvimento deste tipo de
diabetes, porém os genes do sistema HLA parecem ter maior
relagdo com a doenca.’ Estudos realizados na populagao bra-
sileira mostraram predominancia de HLA-DR3 e HLA-DR4
nos pacientes diabéticos tipo 1, em conformidade com esta-
tisticas mundiais.® Marcadores de autoimunidade, como ICA
(anticorpos anticélula da ilhota), [AA (anticorpos anti-insuli-
na) e GADA (anticorpos antidescarboxilase do acido gluta-
mico) sao detectados em cerca de 90% dos pacientes. Quan-
to aos fatores ambientais envolvidos na génese do DM,
sabemos que sdo tdo ou mais importantes que os fatores
genéticos na génese da doenga, entretanto, sdo ainda pouco
conhecidos.'’

Nos pacientes com DM, o processo de autodestrui¢ao
se inicia meses a anos antes do diagnostico clinico da doen-
¢a. Com isso, dependendo da idade ao diagndstico, cerca de
70%-90% da massa de células B ja foi destruida quando dos

!Médico(a). Unidade de Transplante de Medula Ossea (UTMO) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da

Universidade de Sao Paulo — Ribeirdao Preto-SP.

Unidade de Transplante de Medula Ossea (UTMO) do Hospital das Clinicas (HC) da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da

Universidade de Sdo Paulo — Ribeirdo Preto-SP.

Correspondéncia: Julio C. Voltarelli

Hemocentro Regional, Campus-USP

14051-140 — Ribeirdo Preto-SP — Brasil

Tel.:(55 16) 2101-9369; Fax.: (55 16) 2101-9309
E-mail: jevoltar@fmrp.usp.br
Doi:10.1590/51516-84842009005000036

149




Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2009;31(Supl. 1):149-156

Voltarelli JC et al

100
@
»
®©
=
°
O
3 30%
©
0
% Al
= 20% Adolescéncia
10% Infanci
nfancia .

ldade ao Diagnéstico

Figura 1. Velocidade de destruigdo da massa de células § em funcéo
da idade do diagnéstico clinico do diabetes mellitus tipo 1

Grau de Resisténcia a insulinica

Massa/fungao das células

Tempo da Doenga

Figura 2. Representagédo esquematica do fenébmeno de resisténcia
insulinica (A) e do fendbmeno de deterioragdo da massa/fungao
das células  (B) em funcéo do tempo de doenga em pacientes com
diabetes mellitus tipo 2

primeiros sintomas de hiperglicemia® (Figura 1). Com o pas-
sar dos meses ou anos, este porcentual se reduz substancial-
mente e a secre¢do de insulina também se reduz na mesma
propor¢ao.

Devido a insulinopenia, os portadores de DM1 depen-
dem de aplicacdes diarias de insulina para o controle dos
niveis glicémicos. Via de regra, quanto maior o nimero de
aplicagdes ao dia (tratamento intensivo), melhor o controle
glicémico e menor o risco de complicagdes cronicas.' Além
disso, a insulinoterapia deve sempre estar acompanhada de
modifica¢des do estilo de vida, como atividade fisica regular
e uma alimentacao saudavel.!

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) representa cerca de
90% de todos os casos de diabetes.” O principal fendmeno
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fisiopatologico associado a este tipo de diabetes ¢ a resis-
téncia a a¢do da insulina. Na fase inicial da doenga, em res-
posta a esta resisténcia, ocorre uma hiperinsulinemia com-
pensatoria que dura meses ou anos. Com a progressao da
doenga, devido ao mecanismo de disfunc¢do e redugdo da
massa de células B, observa-se uma diminuig¢do na secregio
de insulina (Figura 2)." No DM2, os fatores envolvidos da
reducdo da massa de células B sdo diferentes do DM1 e in-
cluem: glicolipotoxicidade, estresse oxidativo e acumulo de
depositos amildides nas ilhotas.!" A forte heranga genética
poligénica associada a fatores ambientais, como obesidade e
sedentarismo, sdo determinantes na génese do DM2.

A base do tratamento do DM2 consiste da mudanga do
estilo de vida. Com a progressdo da doenga, torna-se neces-
sario o uso de medicamentos antidiabéticos orais para o ade-
quado controle das glicemias e, na fase mais avangada da
doenga, em que ha uma marcada disfun¢do/redug@o da mas-
sa de células B, torna-se necessaria a insulinoterapia.'

Como se pode observar, apesar de ter etiologias dife-
rentes, os processos de destrui¢do e disfungéo das células B
pancreaticas estdo envolvidos na fisiopatologia de ambas as
formas de diabetes, porém com maior relevancia no DMI.
Com isso, a maioria dos estudos referentes a preservagao e
regeneragdo da massa de células B foi desenvolvido nesta
forma de diabetes, como veremos a seguir.

Regeneracao de células B

Células B diferenciadas s3o detectadas inicialmente em
torno do 13° dia embrionario — no inicio da segunda transi-
¢do —, uma fase de organogénese em que as células endo-
crinas do pancreas se destacam da matriz exocrina, aumen-
tando em numero e organizando-se em ilhotas maduras. Apos
0 nascimento, o seu crescimento se deve tanto a hiperplasia
quanto a hipertrofia celular.'

A manutengdo da massa de células B na vida adulta é
resultado de um estado dindmico de equilibrio entre prolife-
racdo e apoptose.”* Este processo fisiologico tem como
objetivo garantir a homeostase da glicose frente a circuns-
tancias adversas, como obesidade e estados de resisténcia
a agdo de insulina.'*"

A maioria dos estudos analisando a regeneragdo de
células [ foi conduzida em modelos animais. Assim, Bonner-
Weir et al.,'® analisando o contetido pancreatico oito sema-
nas apds a exérese de 90% do pancreas de ratos Sprague-
Dawley, demonstraram recuperagdo espontanea de 27% do
peso total do pancreas e 42% do peso do pancreas enddcrino.
Através de métodos quantitativos, estes pesquisadores es-
timaram em 3% a taxa de renovacao diaria da massa de célu-
las B nesses animais.’

Em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina
(substancia toxica ao pancreas que produz inflamagao e
destrui¢do do seu parénquima) ha muito ja se conseguiu
demonstrar a capacidade regenerativa das células 3. Em 1989,
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Rosenberg e colaboradores!” conseguiram induzir a rege-
nerac¢do de células das ilhotas pancreaticas, incluindo as
células B3, apds o contato do tecido pancreatico com pla-
cas de celofane. Neste mesmo estudo, as células [ regene-
radas apresentaram capacidade secretoria de insulina in
vitro frente ao estimulo com glicose em diferentes con-
centragoes.

Alguns casos esporadicos em humanos sdo impressi-
onantes em relacdo a regeneracdo do pancreas endocrino.
Em 2002, Kuroda e colaboradores'® realizaram bidpsia do pan-
creas nativo de um paciente diabético tipo 1, diagnosticado
ha 19 anos, que havia sido submetido ao transplante simulta-
neo pancreas-rim dois anos antes. Em uso de esquema imu-
nossupressor, sem evidéncias de rejeigdo ao enxerto e com
bom controle glicémico sem insulinoterapia, o pancreas nati-
vo do paciente apresentava quatro vezes mais células B em
comparagdo com individuos diabéticos tipo 1 de longa dura-
¢do tratados convencionalmente com insulina. Com isso, ap6s
o bloqueio da autoimunidade, uma proliferagao expressiva
da massa de células B pdde ser detectada no paciente em
questao.

A luz das recentes descobertas sobre o potencial
regenerativo do pancreas, quais células seriam os provaveis
precursores de células B adultas?

Provaveis precursores das células p adultas

O conhecimento do papel das células-tronco na rege-
neragdo das células 3 pancreaticas é um passo importante,
tanto para o entendimento dos processos fisiologicos en-
volvidos neste fendmeno, como também no desenvolvi-
mento de novas técnicas para tratamento do diabetes
mellitus.

Intmeros estudos avaliaram a contribui¢ao de diferen-
tes linhagens de células-tronco no fendmeno de regenera-
¢do de células B. As células candidatas foram avaliadas quan-
to ao seu potencial de diferenciagdo ou expressao de marca-
dores genéticos especificos de células B ou perfil de secre-
¢do de insulina in vivo ou in vitro frente a diversos estimu-
los. Apesar de ndo haver consenso na literatura, destacare-
mos a seguir os principais estudos relacionados a prolifera-
¢éo de células .

Células-tronco localizadas no proprio pancreas

A proépria célula B madura vem sendo estudada como
tendo um importante papel na sua autoproliferacdo. Sabida-
mente, a ciclina D2 € uma proteina envolvida no processo de
replicago de células f maduras no periodo pds-natal."” Para
testar o papel desta proteina, Georgia e colaboradores® cria-
ram um modelo experimental de ratos que ndo expressavam o
gene da ciclina D2. O que se pdde observar foi que ratos que
nao expressavam esse gene apresentaram uma taxa de repli-
cagdo de células B quatro vezes inferior aos ratos controle e
todos se tornaram intolerantes a glicose. Além disso, outros
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estudos utilizando modelos animais com células 3 marcadas
apontam para o fato de ser a propria célula 3, e néo células-
tronco, as responsaveis pela expansdo da massa de células 3
na vida pds-natal.?'#

Por outro lado, outros estudos sugerem que a prolife-
ragéo de células B seja resultado da diferenciagio de precur-
sores multipotentes localizados no parénquima pancreatico.
Em 2004, Seaberg e colaboradores® isolaram precursores
pancreaticos multipotentes (PPM) em tecido de ilhotas e
ductos pancreaticos. Estas células promoveram, in vitro, a
proliferagéo clonal ndo sé de células 3, mas também de célu-
las 0., e células do pancreas exdcrino. As células B geradas
apresentaram capacidade secretora de insulina in vitro fren-
te a diferentes concentragdes de glicose do meio. Neste mes-
mo estudo, os PPM nao apresentaram marcadores de célu-
las-tronco embrionarias, mesodérmicas ou de crista neural,
podendo reforgar a existéncia de um precursor pancreatico
intrinseco defendido por outros autores.*

Poucos estudos foram conduzidos em humanos. Em
2000, Bonner-Weir e colaboradores? avaliaram a capacidade
das células ductais humanas em se diferenciarem em ilhotas
pancreaticas. Utilizando restos pancreaticos humanos de
doadores de pancreas para transplante, células ductais fo-
ram separadas do restante do parénquima e cultivadas em
Matrigel (um gel formado por proteinas de matriz extracelular).
Dias apos foram visualizados agrupamentos celulares seme-
lhantes a ilhotas e, 10 a 15 dias apds, a secregdo de insulina
in vitro aumentou cerca de sete vezes frente ao estimulo com
glicose. As células das ilhotas neoformadas também apre-
sentavam reatividade para citoqueratina-19, comprovando a
origem ductal dessas células.

Células-tronco de medula ossea

Apesar de a existéncia de células-tronco nos diver-
sos Orgdos, como o pancreas, ser um evento reconhecido e
geralmente aceito por muitos autores, muito se interroga
sobre como as células-tronco chegam até esses orgdos. A
primeira hipotese (revisada no item anterior) é de que essas
células progenitoras, desde o processo de organogénese,
fazem parte do desenvolvimento de cada 6rgdo, promoven-
do o estado de proliferagdo celular, inclusive no periodo
pos-natal.

A segunda hipdtese € a de que outras fontes, por exem-
plo, amedula 6ssea adulta, destacariam células-tronco conti-
nuamente durante a vida adulta promovendo a proliferacdo e
reparo celular do 6rgdo em questdo. Possivelmente, essas
células-tronco migrariam via circulagdo periférica até os or-
gaos-alvo (fendmeno denominado roming).*

Ianus e colaboradores*” analisaram a contribuigdo da
medula dssea na regeneragdo de células . Neste estudo, os
pesquisadores marcaram com verde fluorescente as células
mononucleares da medula dssea que tinham capacidade de
transcrever o gene da insulina (em ratos machos). Em segui-
da, essas células foram infundidas em fémeas que sofreram
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mieloablagdo por irradiagdo prévia. O que se observou foi a
presenca de células contendo cromossomo Y emitindo luz
verde fluorescente nas ilhotas das fémeas. A analise das cé-
lulas marcadas encontradas nas ilhotas das fémeas demons-
trou que elas expressavam o gene da insulina, do transporta-
dor 2 de glicose (GLUT 2) e outros fatores de transcrigdo
encontrados em células f maduras. Além disso, um estudo in
vitro evidenciou marcada secre¢do de insulina frente a esti-
mulo com glicose e GLP-1 (incretina estimuladora da secre-
¢do de insulina).

No estudo de Ianus, entretanto, ndo foi identificado
qual era exatamente a origem das células-tronco marcadas.
Outros trabalhos tentaram avaliar qual ou quais seriam as
c¢lulas da medula 6ssea capazes de se diferenciarem em
células B. Um dos candidatos seria a célula-tronco hemato-
poética, que apresenta marcada diferenciagdo em hepatocitos
em experimentos de regeneracdo hepatica®? e apresenta in-
tima relagdo anatomica e embrioldgica com o pancreas. En-
tretanto, em estudo de Kang e colaboradores,* evidenciou-
se que, apesar de o transplante alogénico de células-tronco
hematopoéticas (CTH) prevenir diabetes em modelos experi-
mentais de ratos geneticamente diabéticos tipo 1 (ratos NOD
- ndo obesos diabéticos com autoimunidade genética contra
células ), essas células-tronco ndo contribuiam para rege-
ragdo pancreatica, uma vez que o processo de insulite (infla-
magao das ilhotas) ja se encontrava estabelecido. O meca-
nismo de agdo das células-tronco hematopoéticas proposto
neste estudo seria o controle da autoimunidade contra as
células B dos ratos receptores.

Outra célula da medula 6ssea candidata a ser precurso-
ra de células [ ¢ a célula-tronco mesenquimal ou célula pro-
genitora adulta multipotencial (MAPC). MAPCs apresentam
marcada plasticidade com capacidade de se diferenciarem em
células medodérmicas, neuroectodérmicas e endodérmicas
in vitro.» Em 2004, ap6s isolar MAPCs da medula dssea de
ratos Wistar (modelo de DM 1), Chen e colaboradores® con-
seguiram induzir, in vitro, a sua diferenciagdo em células 3.
Essas células diferenciadas apresentavam capacidade secre-
tora de insulina in vitro e, quando infundidas em ratos diabé-
ticos induzidos por estreptozotocina, controlaram os niveis
glicémicos destes animais.

O papel do transplante autélogo de células-tronco nao
selecionadas da medula 6ssea vem sendo avaliado em ensai-
os clinicos em humanos. Um estudo conduzido por centros
na Argentina, Peru e China vem sendo conduzido para avali-
ar o efeito destas cé¢lulas apds implante direto no pancreas
de individuos diabéticos tipo 1 e tipo 2 por cateterismo arte-
rial. Os resultados ainda ndo foram publicados na integra,
mas se observou reducdo dos niveis glicémicos, aumento da
secre¢do endogena de insulina e redugdo das doses de medi-
cagoes antidiabéticas, mais pronunciadamente em pacientes
com DM2. Os mecanismos propostos pelos pesquisadores
seriam a estimulagdo da angiogénese e/ou regeneragdo de
células B.*
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Células-tronco de corddo umbilical

O cordao umbilical ¢ uma importante fonte de células-
-tronco com potencial de promover diferenciagao de células
B in vivo. De fato, em estudos de transplante xenogénico de
células-tronco de corddo umbilical, células mononucleares
humanas de corddo se mostraram capazes de reduzir a glicemia
e ainflamagao pancreatica e aumentar a sobrevida de mode-
los animais de diabetes tipo 1 (NOD).** Estudo semelhante
conduzido em modelos animais de DM2 também demonstrou
marcada melhora no controle metabolico e na sobrevida dos
animais. Entretanto, até o momento, ndo ha indicac¢do de
qual o mecanismo de agdo e quais células-tronco especifica-
mente seriam responsaveis por este fenomeno.

Atualmente, na Universidade da Florida, vem sendo
desenvolvido um protocolo de transplante autélogo de célu-
las-tronco de corddo umbilical criopreservadas ao nascimen-
to, em pacientes com DM1. Neste protocolo, estas células
sdo infundidas por veia periférica sem imunossupressao pré-
via. Vinte pacientes ja foram submetidos a este tratamento e
aparentemente os resultados sdo animadores. A principal
expectativa ¢ a de que as células infundidas promovam uma
modulacdo da autoimunidade através de células T regulado-
ras, favorecendo a preservagao da massa residual de células
B e os mecanismos endogenos de regenera¢do.’* De dez
pacientes que completaram pelo menos um ano de segui-
mento, houve uma estabiliza¢do na secrecdo endogena de
insulina e redu¢ao das doses diarias de insulina, porém ne-
nhum paciente permaneceu livre da insulinoterapia (Haller
M, comunicagao pessoal).

Células hepaticas ovais

Figado e pancreas sabidamente dispdem de estreita rela-
¢do anatomica e embrioldgica. Desta forma, tentativas de se
utilizarem células-tronco hepaticas foram realizadas com intui-
to de regeneragdo de células 3 pancredticas. As células hepa-
ticas ovais sdo consideradas células-tronco hepaticas por se
diferenciarem em hepatocitos e células de ductos biliares.*

Yang e colaboradores,*” utilizando proliferado in vitro
de células hepaticas ovais, obtiveram agrupamento de cé-
lulas semelhantes as ilhotas pancreaticas que expressavam
varios hormoénios do pancreas enddcrino, como glucagon,
polipeptideo pancredtico e insulina. Além disso, as células
diferenciadas apresentavam transcri¢do de genes inerentes
acélula B adulta, como o PDX-1, PAX-4, PAX-6, Nkx2.2,
Nkx 6.2 e GLUT 2. No mesmo estudo, resultados prelimina-
res in vivo evidenciaram reversao completa da hiperglicemia
em camundongos NOD-scid tratados com estreptozotocina.

Esplendcitos como fonte de células B maduras

Varios estudos foram realizados visando impedir a pro-
gressdo do diabetes em camundongos NOD utilizando tera-
piacelular. Entretanto, uma vez ja estabelecida a hiperglicemia,
dificilmente se restabelece o estado de normoglicemia nestes
animais.
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Em 2003, Kodama e colaboradores,* utilizando camun-
dongos NOD com diabetes ja estabelecido, realizaram um
tratamento que consistia de aplicagdo de adjuvante comple-
to de Freund (6leo mineral contendo bactérias inativadas,
como Mycobacterium tuberculosis ou Mycobacterium
butyricum) com o intuito de promover uma imunomodulagio
nestes animais, associada a transplante temporario de ilhotas
seguido de transplante de esplenocitos marcados em topo-
grafia de capsula renal. O intuito do transplante de ilhotas foi
manter o estado de normoglicemia até a diferenciagdo de
esplendcitos em células B maduras. Segundo Kodama, os
esplenocitos marcados realizaram o homing até o pancreas,
promovendo a regeneragdo das células B e perpetuagdo do
estado de normoglicemia.

O impacto deste estudo foi relevante devido ao fato de
utilizar células maduras como progenitoras de células 3 (evi-
tando problemas éticos com uso de células embrionarias) e
pelo fato de promover reversao de diabetes ja estabelecido
em camundongos NOD.

Com isso, em 2006, outros estudos foram realizados
por centros distintos utilizando a mesma metodologia empre-
gada por Kodama.**' Em todos eles foi demonstrado que o
tratamento foi eficaz em promover a reversao do diabetes em
camundongos NOD. Entretanto, em nenhum deles se conse-
guiu confirmar a capacidade regenerativa dos esplendcitos.
A hipoétese proposta por estes autores ¢ a de que, uma vez
que a autoimunidade havia sido bloqueada pelo adjuvante
completo de Freund, as proprias células B remanescentes
dos animais receptores seriam as responsaveis pela sua
autorreplicagdo e manuteng@o do estado de normoglicemia
permanente desses animais. Desta forma, novos estudos serdo
necessarios para analisar o papel dos esplendcitos na rege-
neragdo da massa de células .

Células-tronco embrionarias

Atualmente, o transplante de pancreas e o transplan-
te de ilhotas s@o consideradas as Unicas terapias vigentes
em que se recupera a capacidade secretora das células f em
pacientes diabéticos tipo 1 em estagios avangados de do-
enca. Entretanto, o baixo nimero de doadores torna-se um
importante obstaculo para a realizagdo destes procedimen-
tos. Apesar da discussdo ética envolvida neste processo, ¢
neste contexto que se insere a terapia com células-tronco
embrionarias (CTE) que, pelo reconhecido potencial de di-
ferenciagdo, podem ser uma fonte alternativa para substi-
tuicdo da massa de células f em paises em que seu uso é
permitido.

Em 2001, Assady e colaboradores” demonstraram a
diferenciacdo espontinea de culturas de CTE em células
maduras. Neste estudo, apds a formagao espontanea de cor-
pos embridides, 3% das CTE coraram-se fortemente para in-
sulina e ainda foram capazes de transcrever genes como
GLUT 2, glucoquinase, PDX-1/IPF-1 (inerentes a célula f ma-
dura). Neste mesmo estudo, observou-se que, quanto mais

avancado o estado de maturacao das CTE, maior a capacida-
de de secrecao de insulina in vitro.

Em 2003, outros cinco experimentos demonstraram a
diferenciacdo em células secretoras de insulina in vitro a
partir da selegdo de CTE que se marcavam especificamente
para nestina (proteina filamentosa expressa por células-tron-
co de origem neuroepitelial).**7

Outros estudos avaliaram o papel das CTE in vivo. Em
2000, Soria e colaboradores,* promoveram a diferenciagédo
de CTE em células produtoras de insulina in vitro e, em se-
guida, estas células foram implantadas no bago de camun-
dongos com diabetes induzida por estreptozotocina. Os ani-
mais transplantados apresentaram corregdo da hiperglicemia
uma semana apos o transplante e recuperaram o peso apos
quatro semanas. Além disso, apresentaram resposta glicémica
semelhante aos camundongos nao-diabéticos frente ao esti-
mulo alimentar padrdo.

Apesar dos resultados animadores acima citados, em
2004, um grupo de pesquisadores de diferentes universida-
des norte-americanas e européias questionaram alguns pon-
tos dessas pesquisas.* A primeira questdo ¢ a de que as
células resultantes da diferenciacdo das CTE marcavam-se
positivamente para insulina, mas nao tinham a capacidade de
sintetiza-la ativamente. Para cles, nenhum estudo demons-
trou a concomitante secre¢dao de peptideo-C pelas células
diferenciadas (o peptideo-C é um produto da clivagem da
pro-insulina liberado na circulagdo em concentragdes equi-
molares as da insulina, sendo um marcador especifico da
sintese de insulina pelas células ). A segunda questdo ¢ a
de que o aumento da secregdo de insulina frente a crescentes
concentragdes de glicose do meio ndo ¢ uma caracteristica
isolada da célula f madura. A terceira questéo ¢ a de que a
expressao de genes como PDX-1, Nkx6.1, GLUT2 ¢ poli-
peptideo pancreatico ndo é especifica de células B, sendo
também encontrados em células do sistema nervoso central.

Desta forma, a real contribui¢@o das CTE na diferencia-
¢éo e regeneragdo da massa de células B ainda esta por ser
estabelecida.

Bloqueio da autoimunidade: o caminho para a
preservacao da massa de células ?

O tratamento classico do DM1 consiste de aplica¢des
diarias de insulina para o adequado controle das glicemias. O
tratamento intensivo com insulina é responsavel por redu-
¢oes de 35% a 90% nas complica¢des microvasculares re-
lacionadas ao DM1.!

Em 1998, o estudo DCCT (Diabetes Control and
Complication Trial) demonstrou outro importante aspecto
relacionado ao tratamento do diabetes tipo 1: além do con-
trole glicémico, quanto maior a preservacdo da massa de cé-
lulas B menor a incidéncia de complicagdes cronicas.>

Apesar deste achado ter sido revolucionario, estu-
dos de preservagio de células B vém sendo desenvolvidos
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desde 1981, quando Eliot e colaboradores utilizaram pred-
nisona via oral na tentativa de promover bloqueio da auto-
imunidade em criangas diabéticas tipo 1 recém-diagnos-
ticadas.>' O racional do uso de terapias imunomoduladoras,
preferencialmente em pacientes recém-diagnosticados, resi-
de no fato de que quanto mais rapido ele for instituido maior
massa de células [ a ser preservada.

Em seguida, foram realizados estudos utilizando
azatioprina,*>> azatioprina + prednisona™ e ciclosporina™
em pacientes recém-diagnosticados. Em todos esses estu-
dos, demonstrou-se uma menor velocidade de reducdo ou
mesmo algum incremento nos niveis de peptideo-C circu-
lantes (diretamente relacionado a massa de células ). Além
disso, com a preservagdo da massa de células B, as necessi-
dades de insulina reduziram-se substancialmente no grupo
de pacientes tratados em comparagdo com os pacientes-con-
trole. Entretanto, poucos individuos conseguiram permane-
cer livres da insulinoterapia nestes tratamentos (Tabela I).

Tabela 1. Efeito de diferentes terapias imunomoduladoras no tempo livre de insulina em

pacientes com diabetes tipo 1 recém-diagnosticados

de células-tronco hematopoéticas em pacientes com DM1
recém-diagnosticados. O esquema imunossupressor consis-
te de ciclofosfamida e globulina antitimocitaria endovenosas
por cinco dias. Os resultados parciais superaram largamente
as expectativas.’®®*% Em contraste com outros estudos de
preservagdo da massa de células B, houve um marcado incre-
mento na secre¢do de peptideo-C durante o seguimento mé-
dio de 29,9 meses e ndo apenas uma reduc@o na velocidade
de queda dos seus niveis. Além disso, este estudo foi o que
obteve melhor resultado em termos de ntimero de individuos
que conseguiram ter a insulinoterapia suspensa.

Até dezembro de 2008, 23 individuos com idade entre 12
e 35 anos haviam realizado o tratamento. Desses, vinte pacien-
tes sem cetoacidose prévia e sem uso de corticoesterdides
durante o transplante permaneceram livres de insulina ex6gena
em algum periodo. Dos vinte pacientes livres de insulina al-
gum momento, oito permaneceram transitoriamente sem insu-
lina por periodo que variou de 6 a 47 meses. Desses oito paci-
entes, ineditamente dois se tornaram
insulino-independentes novamente, com
o uso continuo da sitagliptina, um inibidor

da enzima que degrada o GLP-1. Em de-

Terapia Duracéo do Numero de pacientes Periodo livre de .
imunomoduladora tratamento livres de insulina* insulina (média) zembro de 2008, 12 pacientes estavam con-
Prednisona®’ 12 meses N7 3 meses tlnuamente sem necess@ade de’ 1nsu.11n0—
_ terapia, sendo um paciente ha mais de
Prednisona + 12 meses 10720 1 semana quatro anos, quatro pacientes ha mais de
Azatioprina®4 trés anos, trés ha mais de dois anos e qua-
Azatioprina®? 12 meses 713 12 meses § ‘Fro ha} mais de um ano sem necessidade de

N insulina.

Azatioprina 12 meses 0724 0 Com base no fato de a massa de
Ciclosporina®® 6-24 meses 53/122 10 meses células B ser comprovadamente regene-

* Numero de pacientes livres de insulina/nimero de pacientes tratados

§1 paciente permaneceu livre de insulina por mais de 35 meses

O uso cronico de medicamentos imunossupressores, seus
riscos e a piora do controle metabolico apos o término das
terapias limitaram o uso rotineiro dessas abordagens.

Recentemente, dois estudos foram conduzidos utilizan-
do terapia imunomoduladora aguda com anticorpos mono-
clonais anti-CD3 administrados via endovenosa em varias
doses em intervalos de tempo variados. No primeiro estu-
do,*® 0s 12 pacientes tratados com o anticorpo apresentaram
maiores niveis de peptideo-C circulantes e necessitaram de
menores doses de insulina em comparagdo com os 12 pacien-
tes do grupo placebo. Este efeito foi observado durante todo
o periodo de observagao, que foi de 12 meses. No segundo
estudo,” avaliando um grupo maior de pacientes (quarenta
em cada grupo) com tempo de seguimento de 18 meses, foi
possivel demonstrar resultados semelhantes. Entretanto, em
nenhum destes trabalhos conseguiu-se a suspensio da
insulinoterapia.

Em 2003, iniciou-se na Faculdade de Medicina de Ri-
beirdo Preto — USP, um estudo inédito mundialmente utilizan-
do imunossupressao severa seguida por transplante autélogo
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ravel em condigdes fisiologicas, argumen-
ta-se ainda que com as terapias imunomo-
duladoras seja possivel se favorecer os
fendmenos naturais endogenos de regeneragdo de células
B.°" Assim, a imunomodulagio poderia prevenir futuros ata-
ques autoimunes contra as células [ recém-regeneradas.

Atualmente, nosso grupo também esta testando a
potencialidade de células-tronco mesenquimais (CTM) culti-
vadas da medula 6ssea de reverter o diabete melito do tipo 1
recém-diagnosticado em seres humanos. Este protocolo in-
tegra um esfor¢o internacional de usar CTM no tratamento
de doengas autoimunes, incluindo o DM-1, e se baseia em
estudos experimentais com resultados favoraveis.® Planeja-
mos também testar o efeito de CTM em modelos animais de
DM-2.

Conclusoes

Muitos estudos vém sendo realizados com o intuito
ndo sé de entender o processo fisiologico de regeneracao de
células B, mas também de testar seus possiveis usos tera-
péuticos.

Varias células progenitoras apresentaram potencial
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papel no processo de regeneracdo da massa de células J3,
incluindo a prépria célula B, o precursor pancreatico multi-
potente, células-tronco hematopoéticas, células-tronco
mesenquimais, células de corddo umbilical, células hepati-
cas ovais e esplenocitos. De qualquer forma, independente-
mente da célula progenitora envolvida no processo de rege-
neragdo de células B, acredita-se que o simples transplante
desta célula ndo seja capaz de reverter o quadro de hiper-
glicemia em pacientes diabéticos tipo 1. Uma vez que se trata
de uma doenga autoimune, torna-se necessario também o
uso de esquemas imunossupressores com o intuito de pre-
venir os efeitos da autoagressdo também nas células trans-
plantadas. Com relagdo ao diabetes tipo 2, poucos estudos
foram realizados em modelos animais e nenhum realizado em
humanos foi objeto de publicagdo completa.” Assim, exato
papel das células-tronco no tratamento desta doenga ainda
esta por ser definido.

Abstract

In this review, we discuss several alternatives for the regeneration
of the pool of insulin-producing cells by the pancreas using
embryonic, cord blood or adult stem cells and the work being carried
out by our research group using high dose immunosuppression
with autologous hematopoietic stem cells in newly diagnosed type 1
diabetes mellitus. Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2009,31(Supl.
1):149-156.

Key words: Diabetes mellitus, stem cells; embryonic, cord blood;
bone marrow; autologous stem cell transplantation.
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