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RESUMO

A administracdo de insulina exégena tem sido a Unica forma de trata-
mento disponivel para milhdes de individuos portadores de diabetes mel-
litus do tipo 1 (insulino-dependente). Embora o transplante de pancreas
tenha sido empregado com sucesso para um numero limitado de
pacientes, ele ainda é considerado um procedimento invasivo com alto
risco de complicag¢des. Por outro lado, estudos preliminares onde o trans-
plante de ilhotas pancreaticas foi realizado sem o emprego de glucocor-
ticdides no esquema de imunossupressdo demonstraram resultados
extremamente promissores. Entretanto, o emprego de ilhotas pancreati-
cas, assim como o transplante de pancreas, enfrenta o problema da
escassez de 6rgaos disponiveis para transplante. Assim, um dos grandes
objetivos da terapia génica para diabetes é a geracédo de fontes ilimi-
tadas de células que apresentem secregado normal de insulina em respos-
ta ao estimulo da glicose, capazes de serem transplantadas sem a neces-
sidade de imunossupressao sistémica. Este artigo tem como finalidade
revisar como a terapia génica pode ser empregada na obtencado desta
fonte de células, assim como discutir os Ultimos avangos no campo da
biologia celular e molecular em relagcdo ao crescimento e diferenciacao
da célula B. (Arg Bras Endocrinol Metab 2001;45/1:96-107)

Unitermos: Terapia génica; Diabetes mellitus; Célula 3.

ABSTRACT

Insulin injection has been the only treatment option for most of the mil-
lions of insulin-dependent diabetic individuals. Whole pancreas trans-
plantation has been a successful approach for some patients. Itis a com-
plex operation with many potential complications. Recently, it was
demonstrated that a glucocorticoid-free immunosuppressive regimen
led to remarkably successful islet transplantation. However, both pan-
creas and islet cell transplantation have to overcome the shortage of
cadaveric pancreases that are available for transplantation. The ulti-
mate goal of diabetes therapy is to generate an unlimited source of cells
with glucose-responsive insulin secretion that can be transplanted with-
out the need for systemic immunossuppression. The focus of this review is
how gene therapy can be used in various approaches in order to devel-
op such a source of cells. The recent advances in b-cell growth and
development will also be discussed. (Arq Bras Endocrinol Metab
2001;45/1:96-107)

Keywords: Gene therapy; Diabetes mellitus; 3-cell.

TRATAMENTO DO DIABETES MELLITUS (DM) tem como objetivo a
manutencdo da normoglicemia frente as variages da ingesta alimen-
tar. De acordo com resultados do Diabetes Control and Complication Trial
(DCCT), o controle rigoroso dos niveis glicmicos estd associado a
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diminuicdo da incidéncia das complicacdes tardias.
Entretanto, o regime rigoroso de administracdo de
insulina leva a um aumento dos episddios de
hipoglicemia (1). Devido a uma série de dificuldades
técnicas, ainda ndo se dispde de um sensor artificial
capaz de infundir insulina em resposta as variacdes dos
niveis glicémicos (2-4). O transplante de células B
parece ser a melhor solugdo para a restauracdo do con-
trole fisioldgico da glicemia. Ha mais de trinta anos o
transplante de ilhotas pancreaticas tem sido alvo de
estudos (5). Entretanto, apenas na década de noventa
puderam-se observar relatos de sucesso neste campo
(6). O Islet Transplant Registry relatou que apenas 6%
dos pacientes que receberam transplante de ilhotas
entre os anos de 1990 e 1995 ndo necessitaram insuli-
na exdgena por um periodo de um ano (7). Isto se
deve, em parte, aos efeitos toxicos do esquema
imunossupressor, especialmente dos esterdides, sobre
a funcdo das células 3. Recentemente, o uso de um
esquema de imunossupressdo sem glucocorticoides
determinou a obtencdo de resultados extremamente
promissores no transplante de ilhotas. Este estudo re-
presenta uma conquista na area de transplante de ilho-
tas pancredticas pois todos os pacientes portadores de
diabetes tipo 1 transplantados mantiveram nor-
moglicemia sem o uso de insulina exdgena durante
pelo menos um ano pds-transplante (8). Neste
momento varios centros de transplante de ilhotas ao
redor do mundo estdo empregando 0 mesmo proto-
colo, o que permitira a obtenc¢do de resultados de um
grupo maior de pacientes. Entretanto, o nimero de
doadores de pancreas para o transplante de ilhotas esta
aquém do necessario para a cura de milhdes de indivi-
duos portadores de diabetes insulino-dependente.
Além disso, a autoimunidade e a rejeicdo poés-trans-
plante ainda devem ser superadas. E fundamental, por-
tanto, que se desenvolva uma fonte ilimitada de célu-
las capazes de secretar insulina em resposta a glicose e
passiveis de serem transplantadas sem a necessidade de
imunossupressao sistémica.

TRANSPLANTE DE CELULAS COMO TERAPIA
PARA O DIABETES

A cada ano nos Estados Unidos sdo registrados cerca
de 30.000 novos casos de DM tipo 1 (9). Além disso,
como um ndmero consideravel de individuos com dia-
betes tipo 2 poderiam ser candidatos ao transplante de
células B. Entretanto, apenas cerca de 5.000 casos de
morte cerebral considerados como potenciais doadores
de tecido pancreatico acontecem a cada ano (10).
Diversas fontes de células podem ser apontadas como
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candidatas potenciais ao transplante celular na terapia
do DM. O emprego do xenotransplante tem sido con-
siderado, especialmente no que se refere as células
suinas. Embora a utilizacdo deste tipo de células ndo
apresente obstaculos quanto a disponibilidade de teci-
do, problemas como a rejeicdo imunoldgica e o risco
de infec¢do pelo retrovirus porcino endégeno (PERV)
ainda precisam ser resolvidos. Células humanas tém
sido objeto de inimeros estudos, sejam elas de origem
pancreética ou extra-pancreatica. O emprego de célu-
las humanas para este fim depende da capacidade de se
expandir, in vitro, a limitada quantidade de tecido
pancreético disponivel. A expansdo in vitro de células
B primarias, ou seja, provenientes do tecido pancreati-
co normal e sem manipulacdo genética, assim como de
linhagens celulares obtidas a partir da célula 3, repre-
senta um dos maiores desafios ao sucesso do trans-
plante celular para DM. Isto se deve ao fato de que
existe uma relacdo inversa entre a proliferacdo e dife-
renciacdo da célula . As células tronco, assim como 0s
precursores da célula 3, e as células provenientes de
linhagens celulares possuem uma alta capacidade de
proliferacdo, enquanto que células B adultas raramente
apresentam divisdo celular. A utilizacdo de células
humanas de origem ndo pancreatica tem sido consi-
derada, mas, apesar de oferecer flexibilidade quanto a
escolha do tipo de célula a ser empregada, enfrenta o
desafio de ter que reproduzir o complexo aparato celu-
lar para secrecdo de insulina proprio da célula B. A
estratégia de reposicdo de células para o tratamento do
DM depende, portanto, da existéncia de uma fonte de
células (B diferenciadas e funcionais com a capacidade
de se proliferar indefinidamente.

USO DE CELULAS B PANCREATICAS PARA
TRANSPLANTE

Xenotransplante de células (3 pancreaticas

O xenotransplante, transplante de érgdos, tecidos ou
células entre diferentes espécies, &€ uma das opc¢ées para
o suprimento de células B. As células suinas tém sido
consideradas como as mais apropriadas para este fim
por possuirem caracteristicas semelhantes as células 3
humanas, como, por exemplo, a secrecdo de insulina
em resposta a niveis glicémicos similares (11-14). O
recente relato de clonagem de porcos vem a favorecer
0 uso de tecido suino para transplantes (15). Entre-
tanto, devido a sua baixa sobrevida em cultura in vitro,
é extremamente dificil obter ilhotas suinas viaveis para
o transplante (16,17). Além disso, o uso de ilhotas sui-
nas tem maior risco de rejeicdo tardia ao xenotrans-
plante (18-21) e de infeccdo pelo retrovirus porcino
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endogeno (PERV) (22). A criacdo de animais isentos
do retrovirus demonstrou-se extremamente dificil
devido a presenca de mdultiplas cépias do virus
integradas em seu genoma (23).

Expansdo de células e de seus precursores a
partir de tecido primario

Embora as células B possuam como caracteristica uma
limitada capacidade de replicacdo, certos fatores de
crescimento associados ao uso de matrizes extracelu-
lares tém servido como estimulo a proliferacdo de célu-
las B adultas e de seus precursores. Entre estes, desta-
ca-se o fator de crescimento de hepatécitos (hepatocyte
growth factor/scattered factor ou HGF/SF) (24,25).
Entretanto, o estimulo da proliferacdo da célula B é
acompanhado pela perda do seu potencial de diferen-
ciacdo, com conseqliente diminuicdo ou auséncia da
expressdo de insulina (25,26). Outro obstaculo refere-
se a limitada capacidade de expansdo apresentada pelas
células . Depois de apenas 15 a 20 duplica¢des in
vitro ha uma interrupcdo no crescimento, a qual
demostrou-se ser devida a senescéncia celular (25,27).
A expansdo de células primarias resulta no gradativo
encurtamento de seus telébmeros, com conseqlente
aumento da expressdo de um dos inibidores do ciclo
celular, p16 INK4a (28). As células precursoras da
célula B, por outro lado, ndo apresentam o limitado
potencial replicativo encontrado nas células adultas,
sendo consideradas como uma possivel alternativa.
Entretanto, os fatores envolvidos na proliferacdo e
desenvolvimento dos precursores da célula (3, assim
como seus mecanismos de acdo, ainda ndo foram total-
mente identificados (25,29-32).

Células pancreéticas ductais representam uma
outra fonte de tecido para transplante. A neogénese de
células enddcrinas a partir de ductos pancreaticos in
vitro com o uso de matrizes especiais e de fatores de
crescimento tem sido sugerida como forma de propa-
gar ilhotas pancreaticas humanas, a fim de se aumentar
a massa de tecido enddcrino obtido de péancreas de
cadaveres (33). Células ductais provenientes do pan-
creas humano foram direcionadas a se diferenciarem
em células enddcrinas quando expostas a diferentes
fatores de crescimento e a cultura em Matrigel (34).
Embora este estudo tenha demonstrado resultados
promissores, 0 nimero de células obtidas, com capaci-
dade de secretar insulina, ainda estd aquém do
necessario para fins de transplante.

Outra alternativa seria a do emprego de células
tronco embrionarias ou embryonic stem cells. Estas
células tém como vantagem a capacidade de se dife-
renciarem in vitro em diferentes linhagens celulares
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(35,36). O transplante intra-esplénico de células secre-
toras de insulina obtidas a partir de um clone prove-
niente de células tronco embrionérias normalizou a
glicemia de camundongos com diabetes quimicamente
induzida (37). Entretanto, cerca de 40% dos animais
retornaram a apresentar hiperglicemia apés 12 sema-
nas do transplante. Infelizmente, nos 60% dos animais
que permaneceram normoglicémicos, o baco ndo foi
removido ao final do experimento a fim de se afastar a
possibilidade de regeneracdo pancreatica. Nao foi tam-
bém esclarecido como a resposta imunoldgica foi con-
trolada, j& que nenhum esquema imunossupressor ou
encapsulamento celular foi utilizado.

Ramiya e cols. relataram a obtencdo de células
secretoras de insulina a partir da cultura in vitro de
células ductais provenientes do pancreas de
camundongos NOD (non-obese diabetic). O trans-
plante destas células na regido subcapsular renal de
camundongos NOD levou a reversdo do DM insulino-
dependente (38). Devido ao fato do transplante nao
ter sido removido ao final do experimento, ndo foi
possivel afastar a possibilidade de que a normoglicemia
tenha sido devida a regeneracdo de células autélogas.
Por outro lado, é interessante mencionar que, embora
as células tenham sido obtidas de camundongos NOD
pré-diabéticos, 0s animais que receberam o transplante
nao desenvolveram DM. Isto significa que, teorica-
mente, células obtidas de um paciente recém diagnos-
ticado com diabetes e submetidas a expansao em cul-
tura in vitro poderiam ser transplantadas para 0 mesmo
individuo sem o problema de rejeicéo.

DESENVOLVIMENTO PANCREATICO

O limitado potencial de replicacdo da célula B adulta
despertou um grande interesse no estudo de seus pre-
cursores como fonte de tecido para transplante. Entre-
tanto, embora as células precursoras possuam uma
maior capacidade proliferativa, ndo apresentam as mes-
mas caracteristicas funcionais da célula endécrina adulta.
O desenvolvimento da célula pancreatica enddcrina
depende de uma complexa interacdo entre sinais prove-
nientes de fatores solGveis e matrizes extracelulares e de
interacGes intercelulares que, por sua vez, irdo regular os
fatores de transcricdo. O emprego de precursores da
célula B para fins de transplante necessita, portanto, do
completo entendimento de todos os fatores envolvidos
no processo da diferenciacdo celular.

Do ponto de vista embriolégico, o pancreas é
proveniente da porcdo duodenal superior do intestino
embrionario, por meio de uma protusdo do epitélio
diretamente posterior ao estdbmago. Sua formacao
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depende da interacdo de sinais intercelulares prove-
nientes das células do endoderma e do mesoderma
intestinais (39-41). Os genes responsaveis pela
expressdo de moléculas necessarias para o desenvolvi-
mento da célula 3 sdo alvos potenciais para terapia géni-
ca, pois estdo envolvidos na promocdo do desenvolvi-
mento de precursores da célula B in vitro e in vivo.

Fatores de Crescimento e de Diferenciacao
Com o intuito de se obter fontes de células produtoras
de insulina para transplante, muita atencdo tem sido
direcionada para o entendimento dos sinais extracelu-
lares que controlam o desenvolvimento da célula
enddcrina.

Entre os fatores de crescimento estudados, varios
relatos tém apontado a importancia da ativina no desen-
volvimento pancreatico. Camundongos transgénicos
portadores de mutacfes no receptor da ativina apresen-
tam hipoplasia das ilhotas pancreéaticas (42). A folistati-
na, proteina carreadora da ativina, possui 0s mesmos
efeitos repressivos do mesénquima na diferenciacdo das
células pancreéticas enddcrinas em ratos (43). A ativina
interfere na diferenciacdo enddcrina quando associada a
outros fatores de crescimento. Mashima e cols. de-
monstraram que betacelulina, o fator de crescimento
isolado de um tumor de células  em camundongos, foi
capaz de converter células exécrinas AR42J em células
secretoras de insulina, quando empregado juntamente
com a ativina A (44). O mesmo resultado foi obtido
com a associacdo do fator de crescimento dos hepat6-
citos (HGF-SF) e ativina A (45). A betacelulina per-
tence a familia dos epidermal growth factors (EGF) e sua
expressao foi demonstrada no pancreas humano (46). A
auséncia de receptores para os EGF em camundongos
resultou em anomalias na formacdo das ilhotas pan-
creaticas (47). E interessante mencionar que, em célu-
las humanas pancreaticas indiferenciadas, observaram-se
efeitos distintos provenientes do uso da ativina A ou da
betacelulina. A ativina A induziu diferenciacdo endo6-
crina, enquanto que a betacelulina promoveu prolife-
racdo (29).

O fator de crescimento dos hepatdcitos
(HGF/SF) é uma proteina derivada do mesénquima
que exerce efeitos nas células epiteliais quando acopla-
do ao seu receptor de membrana c-met. Altos niveis da
expressdo de ambos HGF/SF e de seu receptor c-met
sdo encontrados durante o desenvolvimento pancreati-
co nos seres humanos. Durante a puberdade e a vida
adulta encontram-se ainda a expressdo destas protei-
nas, porém em niveis bem mais baixos (48-50). O
HGF/SF possui um efeito mitogénico em células
epiteliais no pancreas fetal humano, e o seu receptor c-
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met foi encontrado em células positivas para insulina
(50). O aumento da expressio de HGF/SF em
camundongos transgénicos estimulou a proliferacdo de
células B e 0o nimero de ilhotas pancreéaticas, com con-
seqliente hipoglicemia (51).

Outros fatores que possuem um papel impor-
tante no crescimento e na diferenciacdo enddcrina
incluem a prolactina e o glucagon-like peptide 1 (GLP-
1). A prolactina foi descrita como potente ativador do
crescimento de ilhotas in vitro (52). O GLP-1, por sua
vez, induziu células exdcrinas AR42J a se diferencia-
rem em células positivas para insulina, polipeptideo
pancreético e glucagon (53), assim como o seu analo-
go, exendin 4, estimulou a replicacdo e neogénese de
células b em ratos diabéticos (54). Além disso, a ati-
vacdo do receptor de GLP-1 exerceu um efeito sinér-
gico com o fator de transcricdo PDX-1 e com o con-
tato intercelular na ativacdo do gene da insulina numa
linhagem de células b humanas (55).

Matrizes Extracelulares e Fatores de Adeséo
Celular

A diferenciacdo de tecidos durante o processo de desen-
volvimento depende da expressdo de moléculas regu-
ladoras de interacGes intercelulares e interacdes entre a
matriz extracelular e células (56,57). Moléculas de ade-
sdo celular pertencentes a superfamilia de imunoglo-
bulinas CAM e a familia de calcium dependent cadherins
exercem um papel importante no desenvolvimento pan-
creéatico (58,59). Demonstrou-se ainda que a expressao
de conexina 43 promoveu a expressao do gene da insuli-
na em uma linhagem celular derivada de insulinoma em
ratos (60). A expansdo in vitro de células pancreéaticas
enddcrinas humanas tem sido favorecida com o uso de
matrizes extracelulares, embora os sinais envolvidos
neste mecanismo ainda ndo tenham sido identificados
(24). Da mesma forma, o contato intercelular induz
diferenciacdo em células pancreaticas primarias (26)
assim como numa linhagem celular pancreatica humana
guando associado com a expressdo do fator de trans-
cricdo PDX-1 (61).

Fatores de Transcricdao

A inducdo da diferenciacdo em precursores da célula
ou em células extra-pancreaticas por meio da expressao
de fatores de transcricdo necessarios para o desenvolvi-
mento da célula B representa uma das possibilidades
do emprego da terapia génica em DM. Embora
inimeros avancos tenham ocorrido no estudo dos
fatores de transcricdo envolvidos no desenvolvimento
pancreatico, muitas lacunas ainda necessitam ser
preenchidas (62-67).
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O fator de transcricdo PDX-1, também con-
hecido como IDX-1, IUF-1, STF-1 ou IPF-1, é
encontrado no epitélio de onde se originam as evagi-
nacdes pancreaticas durante o desenvolvimento embri-
onéario (68). Camundongos homozigotos para
mutacdes no gene PDX-1 apresentam agenesia com-
pleta do pancreas, o que também foi encontrado em
seres humanos (62,69). Além da ativacdo do gene da
insulina, PDX-1 tem a capacidade de ativar outros
genes fundamentais para as células das ilhotas de
Langerhans tais como: GLUT 2, glicoquinase,
polipeptideo amiléide das ilhotas (IAPP) e somatos-
tatina (70,71). Seres humanos heterozigoticos para
mutacbes no gene PDX-1 apresentam MODY 4
(maturity-onset diabetes of the young) (72). Recente-
mente, a transferéncia hepatica in vivo do gene PDX-
1 em roedores resultou na obtencdo de um pequeno
namero de células positivas para insulina (73).

A presenca de MODY tem sido relacionada as
alteracGes na expressao dos diferentes fatores de trans-
cricdo. MODY 1 e MODY 3 estdo associados respecti-
vamente a mutagdes nos genes hepatocyte nuclear fac-
tor-4a (HNF-4a) e HNF-1a; MODY 5 a mutacdes
no gene HNF-1(3; e MODY 2 a mutac¢des no gene da
glicoquinase (74-76).

Outros fatores de transcricdo tém sido aponta-
dos como importantes para o desenvolvimento pan-
credtico. Entre estes destaca-se o ISL1, cuja auséncia
em camundongos resulta na ablacdo do mesénquima
dorsal pancreético, na falha de diferenciacdo das célu-
las exdcrinas no pancreas dorsal e na perda completa
da diferenciacdo das ilhotas (63). Membros da familia
dos genes PAX, como PAX 6 e PAX 4, possuem tam-
bém um papel na ontogénese pancreatica. Dele¢des do
gene PAX 6 em camundongos resultaram no namero
reduzido de todas as células do pancreas enddcrino,
assim como na conseqiiente diminui¢cdo da producdo
hormonal (66,77). Por outro lado, camundongos
knockout para o gene PAX 4 apresentam completa
auséncia de células 3 e 0 associada a hiperplasia de
células a (65).

Alguns dos membros da familia de fatores de
transcricdo NK2 homeobox tém sido descritos como de
grande importancia para o desenvolvimento da célula
B. A remocdo do gene Nkx 2.2 em camundongos
resulta na ablacdo de células b e num namero reduzi-
do de células secretoras de glucagon e de polipeptideo
pancreatico (67). A expressao do gene Nkx 6.1 é
encontrada apenas em células B e sua ativacdo foi
demonstrada quando células derivadas de um tumor
de ilhotas assumiram o fenétipo de células produtoras
de insulina (64,78). Estudos em ratos demonstraram
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que Nkx6.1 é importante para o desenvolvimento pan-
creatico, assim como para a fungdo da célula B adulta
(79). Recentemente, estudos em camundongos porta-
dores de mutagdes em ambos Nkx6.1 e Nkx2.2
demonstraram que Nkx6.1 exerce sua acdo no desen-
volvimento da célula B downstream ao Nkx2.2 (80).
NeuroD/Beta2 é um conhecido fator de transcrigdo
do tipo basic helix-loop-helix (bHLH) encontrado em
células pancreéticas enddcrinas (81,82). Camundon-
gos deficientes em NeuroD/Beta2 possuem um
namero reduzido de células enddcrinas, especialmente
células B (83). O papel dos fatores de transcricao
bHLH no desenvolvimento endécrino a partir do
endoderma sugere que a diferenciacdo destas células
utilize mecanismos similares aos dos neurdnios, como
por exemplo o sistema de sinalizacdo Notch (84). Estu-
dos demonstraram que este sistema participa no desen-
volvimento das células pancreaticas endécrinas, e que
a auséncia de um de seus ligantes, denominado Delta-
like gene (85), ou de seu mediador intracelular Rpb-jk
(86), resulta no aumento do nuamero de células
enddcrinas pancredaticas (84). O mesmo fendétipo foi
encontrado em camundongos onde um dos repres-
sores de sinalizacdo do Notch, Neurogenin 3, teve sua
expressdo aumentada (87,88). O sistema Notch possui
um efeito antagdnico nas proteinas fHLH que é de-
vido, em parte, a um repressor da transcricdo destas
proteinas, denominado Hes-1 (89). Camundongos
deficientes em Hes-1 apresentam hipoplasia pancreati-
ca severa devido a deplecdo de precursores pancreati-
cos epiteliais, causada pela diferenciacdo acelerada de
células com expressdo de glucagon. Hes-1, portanto,
funciona como um regulador negativo da diferencia-
¢do enddcrina a partir do endoderma (90).

LINHAGENS CELULARES PROVENIENTES DO
PANCREAS ENDOCRINO

O uso de linhagens celulares apresenta vantagens
quando comparado ao uso de ilhotas ou células
primérias. Linhagens celulares representam uma fonte
de células com caracteristicas estaveis e reproduziveis.
Oferecem ainda a possibilidade de serem modificadas
in vitro por meio de transferéncia de genes, podendo
ter suas propriedades optimizadas, além de ndo neces-
sitarem do emprego de matrizes extracelulares ou de
fatores de crescimento necessarios para a expansao de
células 3 primarias in vitro. O desenvolvimento de li-
nhagens celulares a partir de células B tem sido
extremamente importante no que se refere a ciéncia
basica, pois representam excelentes ferramentas para a
elucidacdo de mecanismos envolvidos na secrecdo de
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insulina em resposta ao estimulo da glicose, na tran-
scricdo do gene da insulina e no isolamento de genes
especificos para o pancreas (91-93).

O desenvolvimento de linhagens celulares a par-
tir de tecido pancreéatico de roedores tem apresentado
um progresso significativo ao longo dos anos
(91,92,94-96). As fontes de onde estas linhagens celu-
lares foram obtidas incluem: insulinomas de origem
espontanea (97), insulinomas induzidos por
carcindgenos (98), insulinomas induzidos por virus
oncogénicos (99,100), insulinomas induzidos pela
combinacdo de carcindgenos e virus oncogénicos
(100) e insulinomas derivados de camundongos trans-
génicos, 0s quais expressam oncogenes dominantes,
em especial o antigeno SV40 T sob o controle do pro-
moter da insulina (101-103). As linhagens celulares
mais amplamente estudadas referem-se aquelas
derivadas de insulinomas induzidos por radiacdo obti-
dos de ratos albinos NEDH (New England Deaconess
Hospital) (98), destacando-se: RIN (104), MSL
(105), INS (94), e CRI (106).

Embora linhagens celulares derivadas de roe-
dores representem um excelente sistema de estudo
para varias finalidades, existem certas limitacbes com
respeito ao seu emprego para fins de pesquisa bésica
ou clinica. Varias diferencas bioldgicas tém sido apon-
tadas entre células B provenientes de roedores e de
seres humanos. Roedores possuem duas cOpias do
gene da insulina enquanto que seres humanos pos-
suem apenas uma copia, além de existirem diferencas
no padrdo de regulacdo genética em relacdo ao pro-
moter do gene da insulina (107). O gene GLUT 2,
fundamental para o transporte de glicose nas células 3
de roedores, ndo parece possuir 0 mesmo grau de
importancia no ser humano (108,109). Demonstrou-
se que existem diferencas na resposta as citoquinas
inflamatérias entre ambas espécies (110), assim como
a certos fatores de crescimento (24,31,111,112). Estas
diferencas biol6gicas tém influenciado o estudo do
desenvolvimento de linhagens de células 3 humanas.

Devido a grande dificuldade na obtencéo de li-
nhagens celulares provenientes de insulinomas espon-
tdneos humanos (113-116), a maioria das linhagens de
células B humanas tém sido desenvolvidas por meio da
expressdo de oncogenes (114,115,117,118). O uso de
oncogenes proporciona vantagens no manejo de li-
nhagens celulares, entre elas a possibilidade de escolha
da célula priméria de onde se deriva a linhagem. Além
deste fato, 0 emprego de oncogenes conhecidos com
efeitos definidos facilita o controle de seus efeitos no
crescimento e diferenciacdo. Entre 0s oncogenes uti-
lizados para a geracdo de linhagens celulares a partir de
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células B humanas ou a partir de seus precursores
destacam-se o0 antigeno SV40T e o H-ras val12 (118-
120). Embora a introducdo destes permita a prolife-
racdo das células além de sua sobrevida esperada (121),
apos algum tempo em cultura estas células sofrem um
processo denominado de “crise”. Este é reconhecido
como uma forma de senescéncia celular tardia (27), no
gual observa-se uma parada no crescimento ou morte
celular. A estratégia encontrada para se superar este
problema baseia-se na restauracdo da atividade da
telomerase por meio da introducdo do gene da telo-
merase humana, especificamente a porcdo da trans-
criptase reversa (hWTRT). Esta técnica, juntamente com
a introducdo dos oncogenes, possibilitou a imortaliza-
c¢do celular (27).

Enquanto o uso de oncogenes associado a pre-
senca da telomerase permite a replicacdo indefinida das
células, o mesmo exerce um profundo efeito repressor
sobre sua capacidade de diferenciacdo. Entretanto,
demonstramos que uma linhagem celular humana,
TRM-6, derivada de ilhotas do pancreas fetal, diferen-
ciou-se numa linhagem de células & por meio da
expressdo do fator de transcricdo PDX-1 juntamente
com a promocdo do contato intercelular (61). Da
mesma forma, observamos a inducdo da secrecdo de
insulina em resposta ao estimulo da glicose in vitro e
in vivo numa linhagem celular derivada de células 3
purificadas a partir de ilhotas pancreaticas adultas
humanas, denominada blox5 (55). Esta é a primeira
descricdo na literatura de uma linhagem celular de
células B humanas funcionais e representa um marco
na busca de fontes de células para a terapia do DM por
meio de transplante celular.

A possibilidade do transplante de células transfor-
madas e ou imortalizadas traz, porém, o risco de tumo-
rogénese. Linhagens celulares derivadas tanto de roe-
dores (91,122) como de seres humanos (114,115,117,
118) tém apresentado diferenciagdo, além de certa insta-
bilidade fenotipica. Isto se deve ao fato de que estas célu-
las podem ter sua capacidade de diferencia¢do inter-
rompida enquanto utilizam as funcdes necessarias para
sua replicacdo. Além deste fato, mudangas fenotipicas
podem ocorrer associadas a inerente instabilidade genéti-
ca de células transformadas. A fim de se contornar este
problema, tém sido desenvolvidas técnicas visando blo-
quear a expressdo dos oncogenes logo apés a obtencao
de um numero suficiente de células in vitro. Para isto,
tem-se empregado o uso de promoters especiais para
regulacdo da expressdo da proteina do gene SVT40
(123). O promoter utilizado baseia-se no bacterial tetra-
cycline (tet) operon (124). Outros promoters (117,118,
123,125,126) e sistemas, como por exemplo o cre-lox
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recombinase (27,127,128), o qual media a delecdo com-
pleta dos oncogenes introduzidos, representam outras
alternativas para a regulacdo da expressdo de oncogenes.
Estudos mostraram a delecdo completa do gene SV40T
de uma linhagem celular de hepatécitos humanos, com
0 emprego do sistema cre-lox, previamente ao trans-
plante em ratos (129). Outra técnica consiste no uso de
genes “suicidas” como, por exemplo, o gene herpesvirus
tirosino quinase (TK), o qual torna as células susceptiveis
ao ganciclovir (130).

ENGENHARIA GENETICA DE CELULAS
EXTRA-PANCREATICAS

O interesse no estudo de células extra-pancreaticas
como fonte de tecido para transplante em diabetes
deve-se ao numero insuficiente de doadores de pan-
creas e ao risco de recorréncias de resposta autoimune
contra as células B transplantadas (131-134). Varios
obstaculos devem ser contornados a fim de se obter
células de origem ndo pancreatica com capacidade de
sintetizar e secretar insulina de modo fisiol6gico. Um
dos maiores problemas refere-se ao processo de sintese
da proinsulina, seu armazenamento em granulos e sua
secrecdo em resposta a glicose. O uso de promoters
especificos tem permitido a expressdo da preproinsuli-
na em células extra-pancreaticas (135-137). Entretan-
to, células ndo originarias da linhagem neuroenddc-
rina, como por exemplo fibroblastos ou midcitos, ndo
possuem as endopeptidases necessarias para a clivagem
da proinsulina em insulina. A fim de resolver este
problema, o ponto de clivagem da proinsulina foi
modificado, o que possibilitou sua clivagem por outra
endoprotease, furina, a qual é encontrada na maioria
das células (138,139).

A necessidade de se reproduzir, por meio de
manipulacdo genética, todo o complexo aparato
necessario para a secrecdao de insulina em resposta ao
estimulo da glicose, levou ao estudo de células que
possuem originalmente algumas das caracteristicas das
células (3, tais como as células hipofisérias, adrenais e
hepéticas. Células neuroenddcrinas como as encon-
tradas na hipéfise ou na glandula adrenal possuem o
aparato necessario para a secrecdo de hormdnios
polipeptideos em resposta a estimulos externos. A
maioria dos estudos em células neuroendécrinas tem
sido realizada em células derivadas de um tumor de
células pituitarias corticotréficas de camundongo,
denominada de AtT20 (135,140). Estas células apre-
sentam endoproteases PC2, PC3 (141) assim como
glicoquinase (142), porém sdo deficientes em
GLUT2. A expressdo de GLUT 2 em células AtT20
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promoveu a secrecdo de insulina em resposta a glicose,
mas em niveis aquém do esperado do ponto de vista
fisiologico (143,144). A expressdo in vivo de GLUT2
e glicoquinase em células pituitarias de camundongos
NOD resultou no controle da hiperglicemia nestes
animais, entretanto sem resposta fisiolégica da
secre¢do de insulina a glicose (145).

Os hepatécitos, por outro lado, apresentam a
capacidade de responder as variacdes dos niveis da
glicemia pois possuem a expressdo de GLUT 2 e gli-
coquinase. Entretanto, estas células ndo dispdem do
aparato necessario para a secrecdo regulada de insulina,
0 que resulta na liberacdo continua de proinsulina
(132,136). A introducdo in vivo do fator de tran-
scricdo PDX-1 em células hepaticas de roedores com
DM induzido quimicamente, resultou na ativagdo
enddgena de ambos os genes da insulina, assim como
das endoproteases PC1 e PC3. Embora se tenha
observado o controle da hiperglicemia nestes animais,
as células responsaveis por esta resposta ndo foram
bem caracterizadas, ndo se podendo afirmar, portanto,
que tenham sido hepatécitos (73).

PERSPECTIVAS

Nos dltimos vinte anos observou-se um crescente
interesse no estudo do transplante celular para o trata-
mento do DM. O sucesso desta forma de terapia re-
presentaria a cura do DM com o fim de injecdes, da
monitorizacdo da glicemia e do controle da dieta na
tentativa de se manter a homeostase metabdlica e de se
reduzir a ocorréncia das complicacdes tardias. Um
grande esforco tem sido dedicado no desenvolvimento
do transplante de ilhotas pancreaticas. Recentemente,
observamos resultados extremamente encorajadores
obtidos pelo grupo da University of Alberta, no
Canada (8). Entretanto, a escassez de tecido primario
ainda representa um importante obstaculo que deve
ser superado, tornando-se um dos maiores alvos para a
terapia génica nesta area. A dificuldade em se repro-
duzir as complexas func¢des da célula 3 torna o desen-
volvimento de células secretoras de insulina a partir de
células extra-pancreaticas uma tarefa extremamente
ardua. Embora importantes avancos tenham ocorrido
quanto a expansao in vitro de células primarias, o limi-
tado entendimento da biologia da célula B ainda
impede sua utilizacdo em larga escala. A obtencdo de
células a partir de células tronco constitui uma alterna-
tiva extremamente interessante, mas ainda enfrenta os
mesmos obstaculos quanto ao insuficiente conheci-
mento do desenvolvimento da célula 3. Embora a ge-
racdo de linhagens celulares represente uma alternativa
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promissora, 0s problemas técnicos associados ao risco
proveniente do emprego de oncogenes ainda devem
ser superados. Enfim, a chave para a obtencdo de uma
terapia de reposicdo celular efetiva para DM depen-
dera, portanto, do melhor entendimento dos proces-
sos de crescimento e diferenciacdo da célula 3.
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