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RESUMO

FERREIRA, Adriana Lima. Efeito do transplante de células de medula éssea no perfil
inflamatorio e resisténcia a insulina em tecido adiposo de camundongos
hiperalimentados. 2020. 71 f. Dissertacao (Mestrado em Biologia Humana
Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

A obesidade é uma doenca que cresce mundialmente. Por isso, vem sendo um
do grande desafio conter o seu crescimento. Ela € determinada pelo aumento da
adiposidade abdominal e tem como consequéncia diversas alteragcbes metabdlicas.
As alteracdes envolvem a producao de citocinas pro-inflamatorias, como o TNF-a e
prejuizo da sinalizacdo de insulina nos tecidos periféricos. Para isso, a terapia celular
utilizando células de medula 6ssea (CMO) emerge como umas das promissoras
alternativas no tratamento de doencas metabdlicas como resisténcia a insulina e
diabetes do tipo 2. Na medula 6ssea estdo contidas populacdes de células-tronco que
secretam de maneira paracrina fatores imunorreguladores, fatores de crescimento
responsaveis pelo reparo tecidual. Contudo, pouco se sabe sobre mecanismos
intracelulares que regem o potencial das CMO na melhoria dos indices glicémicos e
insulinémicos através da sinalizacdo de insulina. Para isto, utilizamos o modelo de
hiperalimentacdo durante a lactacdo no periodo de lactacdo para inducdo da
obesidade. Avaliamos a glicemia, insulinemia, imunomarcacéo de TNF-a e expressao
dos componentes da via de insulina responsaveis pela ativacdo do Transportador de
Glicose 4 (GLUT4) no tecido adiposo branco (TAB). Nossos resultados apontam que
a terapia em CMO promoveram melhorias nos indices glicémicos, hiperinsulinemia,
triglicerideos, marcacdo de TNF-a e conteudo de GLUT4. Ja os niveis de colesterol
total também foram aparentemente reduzidos ainda que nao fosse estatisticamente
significativo. Com isso, sugerimos que a terapia com CMO promoveu maior captacéo
de glicose melhorou a inflamagédo no TAB o que reforga as pesquisas em prol na
terapia com CMO aos portadores de doencas metabdlicas.

Palavras-chave: Terapia celular. Célula-tronco de medula éssea. Resisténcia a
insulina. Obesidade. Inflamacdo. TNF-a. Tecido adiposo.

Hiperlactacao.



ABSTRACT

FERREIRA, Adriana Lima. Effect of bone marrow cells transplantation on the
inflammatory profile and insulin resistance in adipose tissue of overfed mice. 2020.
71 f. Dissertacao (Mestrado em Biologia Humana Experimental) — Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2020.

Obesity is a disease that grows up in the worldwide. For that, it came up a big
deal to control that disease. It can be determined through the increase of abnormal
adiposity and It has in consequence several types of metabolic changes. The
alterations involved the production of pro-inflammatory cytokines, such as TNF-a. that
impairs the insulin pathway in peripheral tissues. For that, cell therapy using Bone
Marrow Cells (BMC) emerges as one of the promising alternatives in the treatment of
metabolic diseases such as insulin resistance and type 2 diabetes. The bone marrow
is composed of a stem cell population that secretes through paracrine way
immunoregulator factors, growth factors responsible for tissue repair. However, stills
unclear about the intracellular mechanism that regulates the BMC potential in the
improvement of the glycemic, insulinemic index through the insulin pathway. For that,
we induced the overfed mice to obesity model. We evaluated the glycemia,
insulinemia, lipidic profile, immunostaining for TNF-a and expression of proteins
related to insulin pathway, responsible for the activation of Glucose Transporter 4
(GLUT4) in white adipose tissue (WAT). Our results indicate that CMO therapy
promoted improvements in glycemic indexes, hyperinsulinemia, triglycerides, TNF-a
immunostating and GLUT4 content. Total cholesterol levels were also apparently
reduced although it did not significant statistically. Thus, we suggest that CMO therapy
promoted greater glucose uptake and improved inflammation in WAT, which reinforces
research in favor of CMO therapy for patients with metabolic diseases.

Keywords: Cell therapy. Bone marrow stem cells. Insulin resistance. Obesity,

Inflammation, TNF-a, Adipose tissue, Hyperlactation.
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INTRODUGCAO

A prevaléncia da obesidade tem aumentando subitamente no mundo. Ela vem
sendo considerada um problema de saude publica em paises desenvolvidos ou em
desenvolvimento, sem distin¢cdes entre classes. Individuos obesos séo suscetiveis
a doencas que afetam a qualidade de vida o que pode levar ao desenvolvimento
de diversas doencas cronicas.

O consumo alimentar excessivo contribui para alteracbes que envolvem o
remodelamento e expansdo do tecido adiposo branco somados a resposta
inflamatoéria crénica de baixa intensidade. Sabe-se que este quadro é um dos
gatilhos responsaveis a prejuizos na sinalizacéo de insulina nos tecidos periféricos

e, consequentemente, ao estabelecimento do quadro de diabetes do tipo 2.

A Medula 6ssea (MO) compreende principalmente duas grandes populacfes
de células-tronco multipotentes: A célula-tronco hematopoiética (CTH) e a célula-
tronco mesenquimal (CTM). As CTHSs originam células de linhagem sanguinea e
as CTMs fazem parte do estroma da medula 6ssea e podem gerar células de
linhagem adipogénica, condrogénica e osteogénica. Ambas as linhagens celulares
da medula tém sido bastante empregadas na terapia celular e bioengenharia de

tecidos.

A terapia com células-tronco de medula 6ssea vem demonstrando resultados
positivos em modelos animais e ensaios clinicos. Isto se deve a um painel de
fatores secretados que ja se sabe, sdo responsaveis pelo seu efeito terapéutico.
Estes fatores compreendem fatores de crescimento, microvesiculas e citocinas
anti-inflamatérias que exercem efeitos anti-apoptéticos, interagem com o sistema

imune, promovendo melhoria da condi¢édo do tecido alvo.

O combate as doencas geradas em decorréncia da obesidade, em especial a
resisténcia a insulina no quadro do diabetes tem chamado a atencdo dos
cientistas. Com intuito de minimizar os efeitos gerados pela doenca, a terapia com
a utilizacdo das células-tronco vem motivando a comunidade cientifica devido a
resultados positivos. Todavia, 0s mecanismos celulares que regem o potencial das

células-tronco ainda néo estdo bem compreendidos.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1O0besidade

A obesidade € um problema de saude enfrentado pela comunidade global. Em
virtude de seus elevados indices também é responsavel pelo estabelecimento de
diversas doencas como, cancer, doencas cardiovasculares e diabetes do tipo 2, além
da reducgéo da expectativa de vida (ENGIN, A., 2017; FRUCTUOSO et al., 2018;
FRUH, 2017). De maneira sucinta, ela pode ser definida pelo acimulo de peso
corporal devido a ingestao caldrica excessiva associada ao estilo de vida sedentario
resultando no acumulo de gordura corporal. Sua incidéncia acomete individuos sem
distincdo de classe social e idade pelo mundo (ENGIN, A., 2017; FRUH, 2017;
GONZALEZ-MUNIESA et al., 2017).

Um dos parametros mais utilizados para diagnéstico da obesidade é o indice
de Massa Corporal (IMC). Estimativas divulgadas pela Associacéo Brasileira para o
Estudo da Obesidade e Sindrome Metabdlica (ABESO) apontam que até 2025, 2,5
bilhdes de adultos apresentardo sobrepeso, sendo que destes, 700 milhdes serdo de
individuos obesos. Outro estudo referente ao ano de 2016, conduzido pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), apontou que cerca de 39% das mulheres e
homens acima dos 18 anos apresentavam sobrepeso sendo que destes, 11% dos

homens e 15% das mulheres encontravam-se obesos, com IMC acima de 30.

Tendo em vista que mudancas no estilo de vida na populacao estéo ligadas ao
estabelecimento de desordens metabdlicas associadas ao quadro de obesidade,
sugerem-se terapias alternativas que busquem atenuar os efeitos sistémicos por ela

gerados.
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1.2 Obesidade e Inflamacéo

O tecido adiposo é um tecido que apresenta inimeras participacdes fisiologicas.
Nele, compreendem tipos celulares como adipécitos, células endoteliais, macréfagos,
células mesenquimais e pericitos compondo a fracdo vascular estromal (FVE)
(RAMAKRISHNAN; BOYD, 2018; SIPPEL et al., 2015). O tecido adiposo pode ser
subdividido em tecido adiposo branco (TAB) (o maior 6rgdo enddcrino que atua na
sensibilidade a insulina, inflamacéo e papel imune), o tecido adiposo marrom (de acao
termogénica devido a grande presenca de mitocondrias), e tecido adiposo bege
(alterna entre as caracteristicas do TAB e tecido adiposo marrom por meio do
processo denominado browning) (BONFANTE et al., 2015).

O tecido adiposo branco foi considerado por muito tempo como tecido com
funcdo Unica de armazenamento energético, entretanto. Contudo, foi descoberta
participacdo enddcrina e de interacdo com o sistema imune. Nos anos 90, um estudo
pioneiro demonstrou a relacdo entre o tecido adiposo e inflamag¢do por meio da
elevada expressao da citocina fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) em TAB de ratos
submetidos a uma dieta hipercalérica (HOTAMISLIGIL; SHARGILL; SPIEGELMAN,
1993; SIPPEL et al., 2015). A partir dai, diversos trabalhos tem reforcado a relacao
entre obesidade e inflamacgédo em virtude das condi¢cBes patolégicas encontradas na
obesidade (FRANCISQUETI; NASCIMENTO; CORREA, 2015).

Ele também é uma fonte de adipocinas, que sdo moléculas bioativas que
participam em processos metabdlicos do organismo por sinalizacdo paracrina e
enddcrina. Dentre as principais adipocinas secretadas pelo TAB temos Interleucina-
10 (IL-10), adiponectina (AdipoQ), TNF-a, Interleucina-6 (IL-6) e resistina. Em
condicbes de homeostase, ha o equilibrio entre a producdo de adipocinas anti-
inflamatorias e pro-inflamatorias. Porém na obesidade, € desencadeado o
remodelamento tecidual do TAB somado a producdo de adipocinas envolvidas em
respostas pro-inflamatorias locais de maneira sistémica (GOOSSENS, 2017; GUIDO
et al., 2020; KAMMOUN; KRAAKMAN; FEBBRAIO, 2014; SOUSA LACERDA et al.,
2016).

Nesta inflamagéo considerada de baixa intensidade, ocorrem alteragcbes dos

status de sinais imunomoduladores das células residentes gerando o recrutamento de
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células do sistema imune. Simultaneamente, ocorre hipertrofia e hiperplasia dos
adipécitos formando regides de hipdxia e que ao final, ativam vias de sinalizacéo para
NF-kB que envolvem a transcricdo de genes pro-inflamatérios, assim como
recrutamento de macrofagos (FRANCISQUETI; NASCIMENTO; CORREA, 2015;
HOTAMISLIGIL; SHARGILL; SPIEGELMAN, 1993) (Figura 1).

Figura 1 - Esquema representativo do TAB em condig¢es fisioldgicas normais e na

obesidade
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Fonte: Adaptado de KAMMOUN; KRAAKMAN; FEBBRAIO, 2014.

Uma importante citocina atuante na inflamacdo do TAB é o TNF-a. Este
mediador pré-inflamatério € sintetizado como uma proteina transmembrana e para
gue alcance sua forma ativa, passa por clivagens pela enzima conversora de TNF-a
(TACE) até que seja liberada na circulagdo como uma molécula de 17kDa. Ela é
expressa majoritariamente pelos macréfagos e esta envolvida nas respostas de
citotoxicidade, crescimento celular e diferenciagcdo celular (FRANCISQUETI,
NASCIMENTO; CORREA, 2015; WAJANT; PFIZENMAIER; SCHEURICH, 2003).

Paralelamente a acdo do TNF-a, outros exemplos de adipocinas pro-
inflamatorias importantes sé@o a resistina e o IL-6. A acdo da resistina é mediada por
TNF e IL-6 o0 que implica em complica¢des na acao da insulina no organismo. Ja a IL-

6 tem sido relacionada principalmente com o estimulo da sintese de triglicerideos no
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figado o que leva ao ganho de gordura visceral (SOUSA LACERDA et al., 2016).
Portanto, as acdes das adipocinas desempenham importante papel durante a

progressédo da inflamacéao presente nas complicacdes em funcéo da obesidade.

No que tange ao desenvolvimento da resisténcia a insulina (RI) nos tecidos,
particularmente o TNF-a vem sendo reportado como um dos mediadores entre a
obesidade e o estabelecimento da RI (DO PRADO et al., 2009). Um dos estudos
demonstrou que esta citocina se encontra elevada no soro de ratos obesos tratados
com dieta hiperlipidica. Os autores sugeriram que 0 aumento da presenca deste
marcador inflamatério associado aos marcadores proteina quimioatraentre de
macréfagos 1 (MCP-1) e leptina estaria associada ao aumento do indice de HOMA
(Homeostasis Model Assessament) o que permite caracterizar o estabelecimento da
resisténcia a insulina (LIONETTI et al., 2014).

1.3 Resisténcia periférica a insulina

A insulina tem importante papel na regulacdo de processos anabdlicos nos
tecidos. Este hormonio € produzido pelo pancreas, especificamente nas células-$ das
ilhotas pancreaticas em resposta a elevacdo da glicemia (SHANG et al., 2008). Ela
esta relacionada a sobrevivéncia e crescimento celular assim como na captacéo de
glicose nos tecidos periféricos, no metabolismo de lipideos, proteinas e carboidratos
(GUO, S., 2014).

Em condic¢des fisioldégicas normais, a ligacdo da insulina ocorre no receptor de
insulina (IR). O IR é um receptor transmembrana de atividade tirosina quinase. E
composto por duas subunidades a (porgao extracelular) e duas subunidades B (porgao
intracelular). As subunidades a e B unem-se por pontes de dissulfeto em que a
subunidade a possui atividade alostérica capaz de inibir a acao tirosina quinase da
subunidade B (MARTINS, 2016).

Com a ligagéo da insulina ao IR ocorre ativagao e dimerizagéo resultando em
uma série de reacdes de fosforilagdes nos residuos de tirosina localizados na por¢ao
citoplasmatica deste receptor (LIZCANO; ALESSI, 2002). Isto inclui o recrutamento de
proteinas adaptadoras, incluindo os substratos do receptor de insulina 1 (IRS1 a

IRS4), Homology Collagen (Src) e Janus Kinase 2 (JAK2). A partir dai, 3 principais
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vias de sinalizacdo podem ser ativadas: A via de proteina quinase ativada por
mitégenos (MAPK), relacionado a crescimento celular, via de mTOR que atua no
crescimento celular e fosfatidilinositol 3—quinase (PI3K). A PI3K é essencial para
ativacdo da proteina quinase B (PKB) ou AKT relacionada a exocitose dos
transportadores de glicose (GLUTS) para membrana celular permitindo a captacéo de
glicose pelas células (FRANCISQUETI; NASCIMENTO; CORREA, 2015) (Figura 2).

Figura 2 - Esquema simplificado da via de sinaliza¢do da insulina.
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Fonte: ROPELLE, E. R., PAULI, J. R., & CARVALHEIRA, 2007.

Os efeitos da insulina no organismo culminam em diferentes rotas metabdlicas
no tecido alvo. E um horménio que favorece processos anabdlicos e tem acdo
hipoglicemiante. Apos ser secretado pelas células B e ativar vias de transdugéo de
sinal, age promovendo a utilizacdo da glicose como fonte de energia nos tecidos
principalmente os tecidos periféricos como no caso do musculo, figado e tecido
adiposo (MARZZOCO; BAPTISTA TORRES, 2015).

No musculo esquelético a insulina estimula a captacao de glicose e sintese de
glicogénio. A glicose obtida é exclusivamente para a producdo de energia para o
proprio tecido (MARZZOCO; BAPTISTA TORRES, 2015).

Particularmente no figado, a insulina exerce efeito inibitério da gliconeogénese

haja vista que a ativagdo de PKB (enzima presente nesta via) inibe enzimas
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reguladoras responsaveis pela degradacao do glicogénio. Os efeitos fisioldgicos da
via de insulina diferem em certo momento para o musculo e figado. No figado o quadro
hipoglicemiante estimula a liberagédo de glucagon, estimulando a glicogendlise para
corrigir os niveis glicémicos entre as refeicdes (MARZZOCO; BAPTISTA TORRES,
2015).

No tecido adiposo, o aumento da glicemia, liberada em virtude da abundancia
de nutrientes, promove inibicdo da via metabdlica relacionada com a liberacdo de
acidos graxos no plasma (lipdlise). Em contrapartida, a insulina estimula a sintese de
lipideos a partir da entrada de glicose nas células pelo processo denominado de
lipogénese (SAMUEL; SHULMAN, 2012a) (Figura 3).

Figura 3 - Esquema ilustrativo das a¢6es da insulina
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Fonte: Adaptado de SAMUEL; SHULMAN, 2012.

Infelizmente, € comum no quadro de obesidade a presenca de disfuncdes
metabdlicas. Uma delas € a resisténcia a insulina (RIl) dada pela deficiéncia na
resposta ao horménio e que geralmente é uma condicdo que antecede o quadro de
diabetes tipo 2. Isto leva a menor captacao de glicose pelos 6rgaos periféricos, o que

culmina na elevacao dos niveis glicémicos no sangue. Em resposta, o pancreas passa
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a produzir maior quantidade de insulina levando ao quadro de hiperinsulinemia (BAI
et al., 2018).

A resisténcia a insulina também é um dos gatilhos que contribuem para o
quadro de inflamacdo (ZHAO et al., 2018). A inflamacao, neste caso, € diferente da
resposta de inflamacéo classica caracterizada pelos sinais de vermelhidao, inchaco,
calor e dor. E denominada como inflamacdo cronica de baixa intensidade ou
metainflamacgé&o por se tratar de um fenémeno que envolve a continua producao de
adipocinas pro-inflamataorios, contrapondo acédo das adipocinas benéficas produzidas
pelo tecido adiposo (FRANCISQUETI; NASCIMENTO; CORREA, 2015).

Uma das citocinas principais atuantes na Rl é o TNF-a. Ela parece prejudicar a
ativacao do IR, fosforilagdo de IRS-1 e consequentemente a externalizacdo de GLUT4
0 que acarretaria em prejuizos na captacdo de glicose pelas células (SCHENK;
SABERI; OLEFSKY, 2008). Ja Yaribeygi, Farrokhi & Butler (2018), apresentam alguns
dos mecanismos moleculares associados as acgbes do TNF-a relacionada a
resisténcia da acao da insulina. A elevada expressao de TNF-a, com participacéo de
outros mediadores inflamatoérios, como (Interleucina 1) IL-1 e MCP-1 prejudicam a via
devido a fosforilagdes de quinases do Complexo IK-B cinase/NF-kappaB (IKKB/NF-
KB) e C-jun N-terminal (JNK) que sédo complexos relacionados aumento da RI. O TNF,
também é responsavel pela elevada expressdo de proteinas supressoras de
sinalizacdo 1 e 3 (SOCS1/SOCS3) que induzem degradacdo dos receptores de

insulina (RI), além de estresse oxidativo.

Embora o quadro de RI quando diagnosticado na prética clinica seja passivel
de tratamento por meio de alimentacao saudavel, pratica regular de atividade fisica e
medicamentos sabemos que muito ha para aprimorar acerca de estratégias que
possam ser futuramente aliadas no tratamento desta condi¢cdo. Para isto, novas
ferramentas sdo exploradas trazendo esperancas para o tratamento de doencas

metabolicas decorrentes da obesidade.

1.4 Medula 6ssea

A medula éssea (MO) encontra-se localizada no interior dos 0ssos longos e nas

cavidades dos o0ssos esponjosos. Durante muitos anos foi considerado local inerte



25

com funcdo apenas de abrigar células da linhagem sanguinea. Todavia, com a
contribuicdo de diversos pesquisadores, descobriu-se que se tratava de um tecido
dindmico e complexo (LAZZARI; BUTLER, 2018). Nela encontramos uma populacao
heterogénea, incluindo: osteoblastos, osteoclastos, macrofagos, eritrécitos além de
tecido adiposo de medula 6ssea (TAMO) e fibras de Schawn n&o mielinizadas. E neste
local onde ocorre, primariamente, a geracao de células sanguineas de acordo com a
demanda. Na medula 6ssea também encontramos dois importantes tipos celulares de
precursores multipotentes: As Células-Tronco Hematopoiéticas (CTH) e Células-
Tronco Mesenquimais (CTM) (CALVI; LINK, 2015; MORTADA; MORTADA, 2018;
WANG; LENG; GONG, 2018).

A MO distingue-se em medula vermelha e medula amarela, sendo a medula
vermelha onde se estabelecem os nichos das células-tronco, e a segunda formada
por adipécitos que virdo a substituir a medula vermelha no decorrer da idade (LUONG;
HUANG; LEE, 2019). Os vasos sanguineos fornecem nutrientes, oxigenacdo e
produzem fatores importantes para manutengcédo da quiescéncia das CTHs no nicho
da medula, juntamente com os osteoblastos (ASADA; TAKEISHI; FRENETTE, 2017,
SMITH; CALVI, 2013). As células-tronco podem estar localizadas em diferentes
nichos. Na MO é possivel encontra-las no nicho endosteal, mais préximo a regido
perivascular e reticular. O nicho perivascular € responsavel pela manutencdo e
migracdo de células-tronco hematopoiéticas até o sangue periférico. JaA o nicho
endosteal, atua na retencdo e manutencédo do pool das CTHSs neste nicho (GHOBRIAL
et al., 2018; NIU; CANCELAS, 2018) (Figura 4).



Figura 4 - Esquema ilustrativo dos componentes do nicho medula 6ssea
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A hematopoese € um processo orguestrado pelas CTHs que estdo presentes

em maioria na composicao celular da MO (SZADE et al., 2018). Ja € bem estabelecido

que estas células estejam no topo da hierarquia como células que irdo gerar

progenitores hematopoiéticos, permitindo a formacdo de células de linhagem

sanguinea ao final da diferenciacdo que irdo exercer funcdes de acordo com o tipo
celular (ANTONIANI; ROMANO; MICCIO, 2017). As CTHs sdo mantidas por meio de

proteinas de adesio como N-caderinas e fatores secretados pelas CTMs. A medida

em que se diferenciam, migram da regido endosteal em direcao a regido central da

MO (SMITH; CALVI, 2013) (Figura 5).
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Figura 5 - Esquema das células-tronco hematopoiéticas durante a hematopoeise
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Fonte: Retirada do site Access Medicina.

Ja as CTMs auxiliam na manutencdo do microambiente da MO. Elas estdo
imersas no estroma e compondo os nichos na MO. Sabe-se que secretam de forma
pardcrina fatores que irdo estimular a proliferacdo, diferenciacdo ou o estado
guiescente para outros tipos celulares. Um exemplo disto é a quimiocina CXCL12 que
atua como ligante para CXCR4 nas CTH contribuindo para a migracdo ou manutencao
quiescéncia das CTH na medula. O Fator de Célula-Tronco 1 (SCF-1) ligante para
KITL também promove o estado quiescente das CTH (THOREN et al., 2008; TZENG
et al., 2011; WU et al., 2018).1

Para utilizacdo das CTMs no desenvolvimento de novas terapias, a Sociedade
Internacional de Terapia Celular implementou critérios para caracteriza-la por meio da
presenca de um painel de marcadores de superficie positivos para: CD105, CD90,
CD73 e HLA-DR. Que nao apresentem MHCII, sendo o MHCI expresso em niveis

menores. Serem negativas para marcadores de progenitores hematopoiéticos: CD45,

! Disponivel em:
<https://accessmedicina.mhmedical.com/content.aspx?bookid=1502&sectionid=94735038/> Acessado
em 20/7/19 as 10:00.
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CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19. E, apresentem a capacidade de se
diferenciar em osteoblasto, adipdcito e condroblastos (DOMINICI et al., 2006; JIANG;
XU, 2020).

As CTMs vem sendo bastante exploradas pela habilidade de migrarem para
tecidos lesionados e secretarem moléculas como fatores de crescimento, citocinas e
microRNAs que estimulam o reparo tecidual, além de modular respostas imunes e
inflamatoérias (JIANG; XU, 2020; PITTENGER et al., 2019a). H4 em torno de 700
estudos sendo conduzidos, sendo 224 até o momento (final de 2019), segundo dados

do site Clinical Trials (https://clinicaltrials.gov).

Recentemente, um trabalho de revisdo sugere que as células mesenquimais
além de secretarem fatores de crescimento, vesiculas extracelulares, também seriam
participariam do recrutamento de células imunes para o local lesionado, 0 que sugere
que a comunicacgdo celular ocorra por fatores paracrinos e por meio de interacfes
célula-célula (CECCARIGLIA et al., 2019).

Nas revisdes recentes que abordando perspectivas futuras do uso das CTMs,
0s autores expuseram alguns mecanismos de interacdo com sistema imune. Ha cerca
de 11 fatores conhecidos secretados dentre eles, destacam-se o Fator de
Crescimento Transformante Beta (TGF-B) e Interleucina-10 (IL-10). Os autores,
também sugerem que as células mesenquimais seriam capazes de estimular a
proliferacdo e diferenciacdo de células T Regulatérias (Treg) € linfocitos T Helper 2
(Tw2), conhecidos por terem fendtipo anti-inflamatério. Além de atenuarem a acéo de
células Natural Killer (NK), macréfagos pré-inflamatérios ou M1 estimulando
macrofagos do tipo M2 (DE CASTRO et al., 2019; JIANG; XU, 2020; PITTENGER et
al., 2019) (Figura 6).
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Figura 6 - Esquema ilustrativo das principais interacdes entre as CTMs e o sistema
imune
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1.5 Terapia Celular na normalizacédo da glicemia

Nas ultimas décadas, a busca pelo tratamento e a possivel cura para diversas
doencas fez com que muitos grupos de pesquisas focassem no estudo e
desenvolvimento de novas estratégias almejando a melhoria da condicdo dos
pacientes. Com este propoésito, a terapia celular vem sendo considerada uma das
grandes promessas na era da medicina regenerativa.

A terapia celular divide-se em terapia celular propriamente dita (uso de células-
tronco ou células diferenciadas), terapia tecidual (utiliza tecidos para transplante),
terapia genética (transferéncia de genes ou bloqueio de genes alvo), além de drogas
que mimetizam biomoléculas secretadas pelo tecido alvo (fatores de crescimento ou
interleucinas) que podem ser isoladas e produzidas em laboratorio por bactérias ou
células (ARRIGHI, 2018).

Inicialmente, a descoberta de diferentes fontes de células-tronco humanas
ganhou atencdo no meio cientifico devido a sua capacidade de diferenciacdo. Elas
podem ser classificadas em: embrionarias ou pluripotentes, pluripotentes-induzidas e
adultas e as mesenquimais. As células-tronco embrionarias diferenciam-se
indefinidamente em condi¢des propicias, uma vez que retém a capacidade gerar todos
tipos celulares pertencentes aos trés folhetos germinativos no estagio de blastocisto,
exceto 0os anexos embrionarios. Ja as pluripotentes induzidas empregam-se fatores

de transcricdo para induzir células ja diferenciadas a pluripoténcia. No caso das
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células-tronco adultas ou multipotentes, trata-se de células em estado indiferenciado
e que quando estimuladas, geram tipos celulares de acordo com tecido alvo, ainda
gue possuam capacidade de diferenciacdo mais limitada (BEREBICHEZ-FRIDMAN,;
MONTERO-OLVERA, 2018).

Hoje, as células-tronco adultas ou mesenquimais tém sido uma das fontes mais
utilizadas devido a auséncia de questdes éticas e por serem relativamente de facil
obtencdo e expansdo. No periodo embrionario originam-se a partir do mesoderma e
ao longo podem encontradas no estroma de tecidos como: tecido adiposo, cordéo
umbilical, polpa dentaria, liquido amnidtico e medula dssea. Trabalhos recentes tém
explorado extensivamente o papel destas células em doencas degenerativas, e, em
especial no tratamento do diabetes do tipo 1 (DM1) e 2 (DM2) (ESTRELA et al., 2011,
KANG et al., 2019; LIRA et al., 2017; MERINO-GONZALEZ et al., 2016; OLIVEIRA,
M. et al., 2019; TRUBIANI et al., 2019).

No contexto da hiperglicemia comum no DM, um estudo publicado em 2016
utilizando terapia com células totais de medula em humanos portadores de DM2,
demonstrou que apdés tratamento, cinco dos seis pacientes submetidos a terapia
apresentaram melhoria dos niveis de Hemoglobina glicada (Hb1AC).
Concomitantemente, 0os pacientes obtiveram reducdo da administracdo de insulina,
reducdo dos indices de Hb1AC, além de efeitos colaterais minimos (WEHBE et al.,
2016). Outro mini report em 2019, também demonstrou resultados semelhantes de
melhoria da glicemia de jejum, glicemia pés-refeicdo e reducdo niveis de Hb1AC
durante os meses de acompanhamento (LE et al., 2019).

Outro grupo utilizando camundongos em modelo de DM1 observou que apés a
terapia com células mesenquimais houve melhoria na glicemia, fungao das células 3
e perfil inflamatério do 6rgdo (YAOCHITE et al., 2016), corroborando com resultados
encontrados em outro estudo utilizando ratos, porém, em modelo de DM2 (HAO et al.,
2013).

O potencial regenerativo e reparador advindo da terapia com células de
medula, particularmente no quadro de hiperglicemia tem se mostrado promissor.
Porém, pouco se sabe sobre os mecanismos paracrinos de interagdo das células-
tronco com os tecidos-alvo da captacao de glicose, especialmente, o tecido adiposo.
Até o momento, estudos em relacéo o uso da terapia de células-tronco advindas da
medula éssea tém sido bastante empregadas para investigar a formacgédo de novas

células-B, reparagdo enddgena de ilhotas em modelos animais assim como melhoria
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da glicemia (HbAlc) em humanos tem sido bastante explorados (BRBORIC et al.,
2019; ESTRADA et al., 2019; GUO, X. J. et al., 2019; MOHAMED et al., 2019; OH et
al., 2019).

Diante da participacéo do tecido adiposo processos dos processos que levam
ao comprometimento metabdlico na obesidade, neste trabalho investigamos o
envolvimento deste tecido em relacdo a homeostasia da glicemia de camundongos
hiperalimentados durante a lactagdo apds a terapia com células da medula 6ssea.
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2 OBJETIVO

2.10bjetivo geral

Investigar o comportamento do tecido adiposo de camundongos
hiperalimentados durante a lactacdo em relacdo ao marcador inflamatério TNF-a e
na captacao de glicose apoés terapia com células de medula 6ssea (CMO).

2.2 Objetivos especificos

A) Avaliar os parametros biométricos (massa corporal, comprimento naso-
anal, peso da gordura epididimal), dos camundongos Swiss controle e
hiperalimentados durante a lactacdo que receberam ou ndo a terapia
com células de medula 6ssea.

B) Analisar a glicemia dos camundongos Swiss controle e hiperalimentados
durante a lactacdo apds a terapia com CMO.

C) Analisar os niveis plasmaticos de insulina de camundongos Swiss
controle e hiperalimentados durante a lactacéo ap0s a terapia com CMO.

D) Avaliar a expressdo do marcador pro-inflamatorio TNF-a no tecido
adiposo apés a terapia com CMO.

E) Analisar o contetido das proteinas da cascata de sinalizacéo para GLUT4
no tecido adiposo, Akt, pAkt de modo a avaliar resisténcia a insulina
periférica antes e terapia com CMO.



33

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Pesquisa em Células-
Tronco do Departamento de Histologia de Embriologia (DHE) do Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes. Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss
provenientes do biotério do Departamento. Todos 0s experimentos estdo de acordo
com os Principios Eticos na experimentacdo animal (COBEA) e aprovado pela
Comissdo de Etica para no cuidado e Uso de Animais Experimentais (protocolo
CEUA/026/2018).

3.2 Modelo experimental de inducéo a obesidade

Para obteng&o dos grupos, utilizamos o modelo experimental de reducao de
ninhada durante lactagcdo (PLAGEMANN et al., 1992). Inicialmente foram utilizados
camundongos fémeas gravidas condicionadas de forma individual em gaiolas. No
terceiro dia apds o nascimento a ninhada foi ajustada para formar os grupos controle
(GC) e hiperalimentado (GH). No GC permaneceram 9 filhotes durante o periodo de
lactacdo, enquanto no GH permaneceram apenas 3 filhotes machos. Aos 21 dias pés-
natais, com o término da lactacdo, os animais foram separados em gaiolas contendo
3 machos cada. Todos os animais utilizados no experimento foram mantidos em
condicBes padrédo de ciclo claro/escuro de 12 horas na temperatura de 23°C, com
dgua e racdo comercial ad libitum. Os experimentos foram realizados
preferencialmente no horério da manha entre 8:00 e 12:00 horas. O tempo total de

experimento foi de 100 dias.
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3.3 Terapia com Células de Medula Ossea (CMO)

Os fémures e tibias de camundongos Swiss machos controle de 3 meses de
idade foram dissecados e as epifises cortadas para coleta das células da medula
0ssea por centrifugacdo a 1500 RPM durante 5 minutos. Para obtencdo das células
totais de medula 6ssea, foi adicionado tampéao de lise de hemacias. Posteriormente,
essas ceélulas foram lavadas com PBS estéril, contadas e ajustadas para uma
quantidade de 1X108 diluidos em PBS. Para administracdo das células na veia caudal,
0s animais hiperalimentados foram anestesiados com Xilazina (Anasedan — 5 mg/kg)
e Cetamina (Virbac — 100 mg/kg). Aos 90 dias formamos o0s seguintes grupos

experimentais:

Grupo Controle (GC): formado pelas ninhadas que permaneceram com os 9 filhotes
durante o periodo de lactacdo e aos 90 dias receberam 0,1 mL de PBS na veia caudal.

Grupo Hiperalimentado (GH): formado pelas ninhadas que permaneceram com 3
filhotes durante o periodo de lactacéo e que receberam 0,1 mL de PBS aos 90 dias.

Grupo Hiperalimentado + Células de Medula Ossea (GH+CMO): formado pelas
ninhadas que permaneceram com 3 filhotes durante o periodo de lactacdo. Aos 90
dias receberam o transplante de 1x10% de CMO na veia caudal, obtidas de animais

controle.

Cada grupo foi composto por 6 animais (n=6) e 10 dias apds o transplante todos
os grupos foram eutanasiados (dia 100) para as analises (Figura 7).
Figura 7- Desenho experimental do modelo para inducéo de hiperalimentacao durante
a lactacao por reducao de ninhada e terapia com células de medula 6ssea

Dia 3 Dia 90 Dia 100

;/{:FQ\ @ PBS
(_\_// Grupo Controle

N=6 G I" PBS f @
Lactagéo L f 6

Grupo CMO
Hiperalimentado

N=6 Jd

!

1x10 de CMO

Fonte: A autora, 2020.
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3.4 Analise da massa corporal

Com intuito de investigar os impactos da hiperalimentacéo durante a lactacéao
durante a lactacéo, os animais foram pesados a cada 10 dias contados a partir do dia

de nascimento até completarem 100 dias com auxilio de balanga analitica de precisao.

3.5 Teste Intraperitoneal de Tolerancia a Glicose (TITG)

Sete dias antecedentes ao transplante e 2 dias anteriores a eutanasia dos
animais realizamos o teste intraperitoneal para avaliar a tolerancia a glicose. Os
animais foram submetidos a 6 horas de jejum para realizacéo do teste. Foi injetada a
concentracédo de 1g de Glicose/Kg e posteriormente a glicemia foi mensurada nos
tempos: 0 (jejum), 30, 60, 90 e 120 minutos apOs administracdo de glicose. Os niveis
de glicose foram medidos utilizando tira reagentes do aparelho Accu-Chek Active

(Roche Diagnostics, Alemanha).

3.6 Coleta de Dados Biométricos

Aos 100 dias, a eutanasia foi realizada nos animais utilizando Cetamina e
Xilazina. Foram coletados os dados dos animais referente a peso da gordura
retroperitoneal e epididimal. J& o comprimento naso-anal foi feito com auxilio de
paquimetro para mensurar. A partir dos dados de peso da massa corporal e
comprimento naso-anal, mensuramos o indice de Lee que permite calcular o indice

de massa corporal em roedores (Figura 8).

Figura 8 - Formula para célculo do indice de Lee

VMassa Corporal ()

Indice de Lee =
- Comprimento Naso — Anal (cm)

Fonte: A autora, 2020.
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No dia da eutanésia foi coletado o sangue periférico com seringa contendo
heparina, alocado em eppendorf e centrifugado a 3000 rpm durante 10 minutos para
separacao do plasma. Logo apos, o plasma foi aliquotado, acondicionado e mantido
a -80°C para posterior quantificacdo da insulina no plasma por ELISA (Elisa Kit- Rat
Mouse Insulin, EMD Milipore, EZRMI-13K) orientada pelas instru¢cbes na bula do

fabricante.

3.7 Calculo do HOMA-IR e HOMA-B (MATTHEWS et al., 1985)

O objetivo do indice Homa-IR é determinar a resisténcia a insulina, € calculado

com os valores da glicemia e insulinemia de jejum através da seguinte equacéao:

Homa-IR = Glicemia (mMol/L) x Insulina (uU/mL)/ 22,5. Valores acima de 2,7

caracteriza a resisténcia a insulina.

Ja 0o HOMA-B utilizado para determinar avaliar a eficiéncia das células 3 a partir

da concentracdo de insulina de jejum através da seguinte equacao:
HOMA-B= Insulina (uU/mL) x 20/ Glicemia (mMol/L) — 3,5.

Os valores obtidos permitem caracterizar hiposecrecdo ou hipersecrecéo de

insulina.

3.8 Colesterol Total e Triglicerideos

Para mensurar os valores de triglicerideos dos animais, amostras de plasma
foram coletadas em jejum analisadas pelo método enzimatico colorimétrico, utilizando

o kit Bioclin para dosagem de colesterol total, colesterol HDL e triglicerideos.
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3.9 Processamento histoldgico

Durante a disseccdo do animal, amostras de tecido muscular, de gordura
epididimaria e figado de todos os grupos experimentais foram retirados, identificados
e acondicionados em potes individuais contendo paraformaldeido 4% por 48 horas.
Apbs esse periodo, foram transferidos para cassetes para processamento e
registrados. Os tecidos entdo passaram por banhos em concentracdes crescentes de
alcool, para desidratacdo, e em seguida em banhos de xilol para clarificacédo. Por fim,
foram inclusos em parafina liquida no aparelho HistoCore Arcadia H e resfriados para
formacdo dos blocos no aparelho HistoCore Arcadia C para serem cortados

micrétomo com espessura de Sum.

3.10 Imunohistoquimica para TNF-a

Com intuito de analisar a presenca do processo inflamatorio no tecido adiposo,
realizamos imunomarcacdes nos cortes histolégicos. Os cortes ficaram na estufa por
40 minutos e em seguida foram imersos em banhos Xilol e de diferentes
concentracfes alcool por 2 minutos. Depois foram incubados com peréxido de
hidrogénio a fim de inativar a atividade de peroxidase enddgena, minimizando as
chances de marcacdes inespecificas. ApGs essa etapa, 0s cortes foram imersos em
tampao citrato pH 6,0 a 60°C por 30 minutos e lavados em PBS e bloqueados com
BSA 3% por 20 minutos. Aplicamos anticorpo primario goat-policlonal anti-TNF-a
(Santa Cruz Biotechnology na diluicdo de 1:200) por overnight. No dia seguinte, apés
lavagens em PBS, utilizamos anticorpo secundario biotinilado (VectaStain Kit
Universal Quick HRP Kit, Vector Laboratories) juntamente com a streptavidina por 30
minutos. Em seguida, revelamos os cortes com DAB (ImpacPACT® DAB Substrate
Kit, Peroxidase Vector Laboratories). Por ultimo, os cortes foram lavados em agua
destilada e corados com hematoxilina. As laminas foram montadas em Entellan para
visualizagcdo ao microscopio de luz. A aquisicdo das imagens foi no microscopio

Olympus DP72 em formato TIFF.

Escolhemos o tecido adiposo para quantificacdo da imunomarcacao de TNF-a.
Foram adquiridas imagens de 5 laminas por grupo na objetiva de 100x (7 campos
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aleatérios de cada lamina) em que a quantificacdo das imagens foi realizada no
software ImageProplus 7.0. Por meio da ferramenta histograma em que as areas
coradas em castanho foram selecionadas com resultados sendo expressos em
porcentagem de area marcada. A quantificacdo foi realizada pelo software Image-Pro

Plus 7.0 e as analise estatistica pelo programa Graph Pad Prisma 8.

3.11 Western Blotting para sinalizacao intracelular da insulina no tecido
adiposo branco (AKT, pAKT, PI3K e GLUT4)

Fragmentos de, tecido adiposo (100 mg) dos grupos experimentais foram
lisados em tampéo de Lise contendo 1% de triton x-100, Tris 50mM (pH 7,4),
pirosfosfato de sédio, cloreto de sédio 150mM, 0,1% SDS, fluoreto de sddio 50 mM,
ortovanadato de sédio 1mM e 1lug/mL de coquetel inibidor de protease (Roche). Os
fragmentos foram homogeneizados em macerador manualmente e, apos
centrifugag&o a 10.000 rpm por 10 min, a 4°C, os sobrenadantes foram coletados. As
concentragdes protéicas das amostras foram quantificadas através de kit especifico
(BCA Protein Assay Reagent, Thermo Scientific) com auxilio de leitor de Elisa e
comprimento de onda 540nM (TU-1800 UV-VIS). Em seguida, as amostras foram
aliquotadas e o tampdo de amostra (Tris-HClI 50mM, pH 6,8. SDS 1%, 2-
mercaptoetanol 5%, glicerol 10% e azul de bromofenol 0,0001%) adicionado para
desnaturar as proteinas a uma temperatura de 100 °C por 5 minutos. As amostras

entdo foram mantidas -20°C até o ensaio de Western Blotting.

As proteinas totais, foram submetidas para as analises em ensaio de Western
Blotting para PI3K, Akt, pAkt e GLUT4. Foram separadas em gel de 12% de
poliacrilamida por 1h a 150V. O padrdo de peso molecular correu em paralelo a
separacédo das proteinas por eletroforese para estimar o peso molecular da amostra
(GE Healthcare).

Em seguida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de PVDF
(Bio-Rad) por 1h a 15V, utilizando o sistema semidry (Bio-Rad). Apés a transferéncia,
as membranas foram bloqueadas por 1h com leite Molico a 5% em Tween-TBS (Tris-
HCIl 20mM, pH 7,5, NaCl 0,5mM, Tween-20 0,05%). A seguir, as membranas foram
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incubadas overnight em anticorpo primario com diferentes diluicbes para o0s

respectivos marcadores (Figura 9):

Figura 9 - Diluicdo dos anticorpos primarios utilizados no ensaio de Western Blotting
no tecido adiposo

Tecido: Adiposo Branco

Obtido em Divigdo do anticorpo
Marcador primario
PI3K rabbit (Santa-Cruz) 1:500.
AKT rabbit (Santa-Cruz) 1:1000.
pAKT rabbit (Santa-Cruz) 1:500.
Glut-4 mouse (Santa-Cruz) 1:500.
B-actina | rabbit (Santa-Cruz) 1:1000.

Fonte: A autora, 2020.

ApGs isto, as membranas foram lavadas com T-TBS e incubadas com anticorpo
secundario biotinilado correspondente em diferentes diluicdes de acordo com o tecido
por 1h em agitacéo no shaker (Tabela 2). Posterior as 3 lavagens de 5 minutos em T-
TBS, as membranas foram incubadas em estreptavidina-peroxidase (Invitrogen)
diluido em T-TBS com 1% de leite Molico por 1h com diluicdes correspondentes as
diluicdes dos anticorpos secundarios (Figura 10).

Figura 10 - Diluicdo dos anticorpos secundarios utilizados no ensaio de Western
Blotting no tecido adiposo

Tecido: Adiposo Branco Diuigao do anticorpo
Marcador secundario
anti-rabbbit 1:1000.
anti-mouse 1:1000.

Fonte: A autora, 2020.

Para deteccéo das bandas, foi utilizado kit de quimioluminescéncia (ECL, GE
Healthcare Amersham). As membranas foram incubadas por 5 minutos em ECL ao
abrigo de luz. As imagens das bandas foram capturadas pelo ChemiDoc*MP (Bio-

Rad) seguida por analises de densitometria no software Adobe Photoshop 6.
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3.12 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + Erro Padrdo da Média (EPM)
de 6 animais por grupo. Foi feito o One-Way ou Two-Way ANOVA seguido de pos-
teste de Tukey com andlises realizadas pelo Graph Pad Prism 8 em que P<0,05 foi

considerado estatisticamente significativo.
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4 RESULTADOS

4.1 Dados biométricos

4.1.1 Massa corporal

Os resultados demonstraram que o0s animais hiperalimentados durante a
lactacdo apresentaram aumento de massa significativo de 22,7% quando comparados
aos animais do grupo controle a partir do 10° dia de vida. Observamos também que a
diferenca entre a média de peso dos animais hiperalimentados perdurou ao longo dos
90 dias anteriores ao transplante de células de medula (Figura 11).

Figura 11 - Curva de massa corporal dos animais dos grupos controle e
hiperalimentado

Massa corporal

ek ek
60 ~] *kkk

Peso (gramas)

0 1 1 1 1 1 1 1 L] 1 L]

0 10 20 30 40 50 60 70 80 9
Dias

Nota: Os resultados representam média + EPM de cada grupo ****P <0,00005.
Analisado pelo teste Two-way ANOVA com pés-teste de Tukey.

Fonte: A autora, 2020.
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4.1.2 Massa corporal apés a terapia

Com relacdo a massa corporal apdés ao tratamento, observamos que
perduraram diferencas significativas de 20,3% do grupo GH e 26% do grupo GH+CMO
comparados aos animais controle ao fim dos 100 dias (GG: 40,64 +0,49; GH: 48,93
+1,07; GH+CMO: 51,24+1,03) (Figura 12).

Figura 12 - Gréfico representativo da massa corporal ao fim dos 100 dias de
experimento

Massa corporal apés a terapia com CMO
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Nota: Valores apresentados como média zEPM ****P <0,00005. Analisado pelo teste
one-way ANOVA com pos-teste de Tukey.

Fonte: A autora, 2020.

4.1.3 Comprimento naso-anal, Pesagem da Gordura Epididimal e indice de Lee

Para avaliar se o ganho de peso e massa estaria associado ao tamanho do
animal, mensuramos o0 comprimento naso-anal. Nao encontramos diferengas
significativas entre os grupos, o que comprova o ganho de massa (GC: 10,38+0,08;
GH: 10,29+0,07; GH+CMO: 10,55+0,10; GH+CMO HA: 10,77+0,10) (Figura 13A).
Com relagéo ao peso da gordura epididimal, confirmamos o ganho consideravel de
tecido adiposo dos animais GH (GH: 1,434+0,1045) e GH+CMO (GH+CMO: 0,09262)
comparados aos animais GC (GC: 0,5531+0,04460) (Figura 13b). Isto sugere que o
transplante de células de medula 6ssea (CMO) oriundas de animais saudaveis nao foi

capaz de promover a reducdo massa corporal dos animais hiperalimentados. Ao
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analisarmos o indice de Lee constatamos que os animais GH e GH+CMO
apresentaram diferencas significativas em relacdo ao GC o que refor¢ca o quadro
obesogénico estabelecido nos animais (GC: 330,2 +2,021; GH:365,1+3,381;
GH+CMO:353,4+6,343) (Figura 13c).

Figura 13 - Gréfico representativo dos parametros biométricos (continua)

(a) Comprimento Naso-anal
15+ Em Controle
= Hiperalimentado
B Hiperalimentado+CMO
104
£
o
5-
0- T
& & o
o(‘ & &
< & 2
@ 0('\‘
0
Q;\Q
(b)

Gordura epididimal ap6s a terapia com CMO

203 Hm Controle

=3 Hiperalimentado

1.5 B3 Hiperalimentado+CMO

£1.0

0.5

a: Vs. Controle

0.0-




44
Figura 13 - Gréfico representativo dos parametros biométricos (conclusao)

(©) indice de Lee
400- g o
Em Controle
3 Hiperalimentado+CMO
B3 Hiperalimentado

a: Vs Controle

Legenda: (a) Graficos representativos do comprimento naso-anal, peso da gordura
epididimal (b) dos camundongos controle, hiperalimentado e
hiperalimentado com terapia de CMO. (c) Gréafico do indice de Lee que
estima a obesidade em roedores.

Nota: Valores apresentados como média + EPM **P <0,005, ****P <0,00005.
Analisado pelo teste one-way ANOVA com pos-teste de Tukey.

Fonte: A autora, 2020.

4.2 Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (TITG)

A glicemia dos animais hiperalimentados (GH) apresentou valores superiores a
partir dos 30 minutos. Esta diferenca substancial dos animais hiperalimentados (GH)
perdurou até o fim do teste. Os resultados foram comprovados por meio do célculo da

area sob a curva. (Figura 14).

Figura 14 - Gréficos representativos do TITG e area sob a curva em animais controle

e hiperalimentados (continua)
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Figura 14 - Gréficos representativos do TITG e area sob a curva em animais controle

e hiperalimentados (concluséo)

AUCTITG
1500

wok

AUC (mg/dL/min)

Nota: Valores apresentados como média + EPM **P <0,005, **P <0,0005, ****P
<0,00005. Analisado pelo teste Two-way ANOVA com poés-teste de Tukey no
TITG e teste one-way ANOVA com pos-teste de Tukey em AUC.

Fonte: A autora, 2020.

Todavia, os animais hiperalimentados que receberam a terapia (GH+CMO)
apresentaram melhoria dos indices glicémicos em que a curva glicémica apresentou
valores muito similares aos animais controle (GC) com diferenga significativa em
relacdo aos animais que néo receberam a terapia (GH), sugerindo melhoria destes
parametros. Em contrapartida, os animais hiperalimentados (GH) apresentaram
prevaléncia de elevados indices glicEmicos em todos os tempos apds administracao
da solucéo de glicose. No grafico da area sob a curva, corroboramos os resultados

observados dos animais submetidos a terapia que apresentaram melhoria da

sensibilidade a glicose indo na contramdo dos animais GH, com prevaléncia da

resisténcia a acado da insulina (Figura 15).
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Figura 15 - Gréficos representativos do TITG e area sob a curva apés a terapia com
células de medula 6ssea
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Nota: Valores apresentados como média + EPM *P<0,05, **P <0,005. Analisado pelo
teste Two-way ANOVA com pos-teste de Tukey em TITG e teste one-way
ANOVA com pos-teste de Tukey em AUC.

Fonte: A autora, 2020.



47

4.3 Insulinemia, HOMA IR e HOMA-B

As concentracdes de insulina foram analisadas por meio da dosagem plasmatica
de insulina. Observamos hiperinsulinemia nos animais hiperalimentados com
consideravel diferenca em relacdo ao grupo GC, o que é um forte indicativo de
resisténcia a acdo da insulina nos tecidos destes animais. O mesmo j& nao
observamos nos animais submetidos a terapia. Os animais GH+CMO apresentaram
reducao significativa da acdo da insulina comparado ao GH. Isto sugere que a terapia
parece ter agido de forma a permitir a melhor sensibilidade da ac&o da insulina o que
refletiria também na reducéo dos indices glicémicos, similares nos animais GC (GC:
49,28 + 4,193, GH: 326,1 + 31,17 e GH+CMO: 94,86 + 24,31) (Figura 16).

Figura 16 - Gréafico com os valores de insulina dos animais controle, hiperalimentado
e hiperalimentado submetido a terapia com CMO.

Insulina

Hl Controle
B Hiperalimentado
33 Hiperalimentado + CMO

a: Vs. Controle
b: Vs. Hiperalimentado

Nota: Valores apresentados como média + EPM ****P <0,00005. Analisado pelo teste
One-way ANOVA com pés-teste de Tukey.

Fonte: A autora, 2020.

Na intencdo de analisar o grau de resisténcia a insulina nos animais como
também avaliar a fungao das células B, foram calculados os valores para HOMA IR e
HOMA-B. O HOMA IR dos animais GH apresentou valores significativamente superior
aos animais GC, o que confirma os resultados ja observados para tendéncia de

resisténcia a acdo da insulina destes animais. Quando submetidos a terapia, 0s
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animais hiperalimentados apresentaram valores proximos aos animais controle (GC:
14,95 + 1,631, GH: 82,02 + 16,29 e GH+CMO: 20,87 + 3,436) (Figura 17a).

Em relagcdo ao HOMA-[3, os animais GH apresentam claro comprometimento
da fungao das células 3 pancreaticas, um indicativo do estabelecimento do quadro de
pré-diabetes. Quando submetidos a terapia, os animais GH+CMO apresentaram

melhoria desses parametros com valores semelhantes aos animais controle (Figura
17b).

Figura 17 — Graficos representativos de HOMA-IR e HOMA-B (Continua)
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Figura 17 — Graficos representativos de HOMA-IR e HOMA- (Conclusé&o)

(b) Homa Beta
1000 p— El Controle
B3 Hiperalimentado
3 Hiperalimentado + CMO

b***t
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a: Vs. Controle
b: Vs. Hiperalimentado

Legenda: (a) Gréfico representativo de HOMA IR. (b) Grafico representativo de
HOMA-B.

Nota: Valores apresentados como média + EPM ****P <0,00005. Analisado por teste
one-way ANOVA com pOs-teste de Tukey.

Fonte: A autora, 2020.

4.4 Lipidograma

De modo a investigar se a terapia com CMO exerceria mudancas no perfil
lipidico dos animais, submetemos o plasma sanguineo para analises de colesterol.
Observamos que os animais hiperalimentados apresentaram niveis consideraveis de
triglicerideos, e elevados niveis de colesterol total, embora ndo estatisticamente
significativos. Os animais que receberam a terapia apresentaram aparente reducéo
dos niveis de colesterol total embora ndo possua diferenca estatistica. Porém, os
valores de triglicerideos desses animais apresentaram consideravel reducéo

comparada aos animais hiperalimentados (Figura 18a e 18b).
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Figura 18 — Graficos representativos do colesterol total e triglicerideos
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Legenda: (a) Gréfico representativo de colesterol total apds a terapia com CMO. (b)

Grafico representativo dos valores de triglicerideos apos a terapia com
CMO.

Nota: Valores apresentados como média + EPM **P <0,005. Analisado pelo teste one-
way ANOVA com poés-teste de Tukey.

Fonte: A autora, 2020.

4.5 Imunohistoquimica para TNF-a

Para avaliarmos os efeitos decorrentes da obesidade e posterior a terapia,
analisamos qualitativamente os 6rgdos periféricos como tecido adiposo, figado e
musculo. Observamos que os animais do grupo hiperalimentado apresentaram areas

demarcadas para citocina TNF-a no musculo, figado e tecido adiposo (ponta de seta).
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Por outro lado, os animais hiperalimentados ao receberem a terapia com CMO

apresentaram aparente reducédo da marcacao para a citocina pro-inflamatéria TNF-a

(Figura 19).

Figura 19 - Fotomicrografias de morfologia do tecido adiposo, musculo e pancreas por
imunomarcacéo de TNF-a.
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Legenda: Os animais do grupo hiperalimentado apresentam aparente marcacgao
acastanhada para a citocina TNF-a (ponta de seta). Ao receberem a terapia
com CMO, observamos reducao da marcacao. Objetiva de 40x.

Fonte: A autora, 2020.

Uma vez que o tecido adiposo € um dos 6rgdos chave na inflamacéo e
desenvolvimento de resisténcia a insulina na obesidadde, escolhemos o tecido
adiposo para quantificar a porcentagem de area marcada para TNF-a. Por meio da
quantificacdo, observamo maior porcentagem significativa de area marcada para a
citocina nos animais hiperalimentados. JA& 0s animais tratados apresentaram
marcacdo semelhante aos animais do grupos controle (GC:19,69+2,74; GH:
35,49+3,15; GH+CMO: 17,43+4,49) (Figura 20).
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Figura 20 — Fotomicrografias e quantificacdo de TNF-a no tecido adiposo
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Fotomicrografias do Grupo controle (GC) com ténue marcacéo, Grupo
Hiperalimentado (GH) com marcacdo acastanhada e Grupo
Hiperalimentado + CMO (GH+CMO), com marcac¢des sauves similares ao
controle para a citocina. Grafico representativo da porcentagem de area
marcada para molécula TNF-a nos trés grupos. Objetiva de 100x.

Nota: Dados apresentados em média + EPM *P <0,05; **P <0,005. Analisado pelo
teste one-way ANOVA com pés-teste de Tukey.

Fonte: A autora, 2020.

4.6 Sinalizagéo intracelular da insulina no tecido adiposo

Da mesma maneira que notamos melhoria do quadro inflamatério no TAB,

propusemos investivestigar se 0 mesmo se aplicaria para a sinalizagéo de insulina.

Para isso, realizamos analises de alguns marcadores envolvidos na via de sinalizacao

de insulina no TAB.
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4.7 Analise quantitativa de PI3K

Na quantifificacéo por western blotting de PI3K no TAB observamos auséncia
de diferencas significativas na expressao de PI3K nos animais GH e GH+CMO em
relacdo ao GC, ainda que o GH e GH+CMO apresentassem discreta diminuicao da
expressdo da proteina (GC:4,189+0,6794; GH:3,383+0,7903; GH+CMO:
3,27510,4909) (Figura 21).

Figura 21 — Grafico representativo da expresséo de PI3K no tecido adiposo
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Legenda: Expressdo de PI3K em extratos teciduais de tecido adiposo nos grupos
experimentais, sem diferengas significativas aparentes entre os grupos.

Nota: Dados apresentados em média + EPM. B-actina utilizada como controle interno.
Analisado pelo teste one-way ANOVA com pos-teste de Tukey.

Fonte: A autora, 2020.

4.8 Anadlise quantitativa de AKT

Ao analisarmos a expressdo de AKT notamos maior expressao da proteina no
grupo GH+CMO relacéo ao grupo GH, ainda que néo seja significativa. Além disso, o

GH apresentou aparente reducdo da expressdo de AKT em relagdo ao controle
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embora ndo tenha sido estatisticamente significativa. (GC: 27, 06+6,437; GH:
11,074£2,168; GH+CMO: 22,33+3,359) (Figura 22).

Figura 22 - Grafico representativo da expressdo de AKT no tecido adiposo
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Legenda: Expressdo de AKT em extratos teciduais de tecido adiposo nos grupos
experimentais. Na quantificacdo temos aparente expressao de AKT no grupo
GH+CMO e reducdo de expressdo no grupo GH, porém sem diferencas
significativa.

Nota: Dados apresentados em média + EPM. B-actina utilizada como controle interno.
Analisado pelo teste one-way ANOVA com pos-teste de Tukey.

Fonte: A autora, 2020

4.9 Anédlise quantitativa de pAKT

Em relacdo ao conteudo de pAKT ndo notamos diferencas significativas na
entre os grupos. (GC: 1,948+0,1641; GH: 1,678+0,2952; GH+CMO: 1,987+0,2862)
(Figura 23).
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Figura 23 - Gréafico representativo da expressao de pAKT no tecido adiposo
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Legenda: Expressao de pAKT em extratos teciduais de tecido adiposo nos grupos
experimentais. Na quantificacdo n&o foram encontradas diferencas
significativas.

Nota: Dados apresentados em média + EPM. B-actina utilizada como controle interno.
Analisado pelo teste one-way ANOVA com poOs-teste de Tukey.

Fonte: A autora, 2020.

4.10 Andlise darazao entre pAKT/AKT

Ao realizarmos quantificagdo da razédo entre pAKT/AKT n&o encontramos
diferencas significativas entre os grupos analisados. Isto sugere que a terapia com
CMO possivelmente ndo foi capaz de promover a melhoria da glicemia através da
via PI3K/AKT de sinaliza¢édo insulina (GC: 0,2163+0,1019; GH: 0,1740+0,4259;
GH+CMO: 0,09750+0,2184) (Figura 24).
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Figura 24 - Razdo pAKT/AKT em extratos teciduais de tecido adiposo
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Legenda: Razdo pAKT/AKT em extratos teciduais de tecido adiposo nos grupos
experimentais. Na quantificagdo nao foram encontradas diferengas
significativas entre os grupos.

Nota: Dados apresentados em média £ EPM. B-actina utilizada como controle interno.
Analisado pelo teste one-way ANOVA com pos-teste de Tukey.

Fonte: A autora, 2020.

4.11 Analise quantitativa de GLUT4

Surpreendentemente, ao quantificarmos o transportador GLUT4, encontramos
diferencas significativas. O grupo GH apresentou reducdo proeminente do
transportador em relacdo ao controle (GC). Diferentemente, o grupo que recebeu a
terapia (GH+CMO) apresentou melhoria significativa da expressao do transportador
de glicose no TAB (GC: 7,724+0,3839; GH: 3,553+0,3182; GH+CMO: 5,233+0,8477)
(Figura 25).



Figura 25 - Gréafico representativo da expressao de GLUT-4 no tecido adiposo

% GLUT-4

GLUT-4 TR W =

B-actina

104
84 a
6
g+
4- i
2 -
0- T
& o O
& & &
P & °
N N
& &
& &
B &
&

57

Legenda: Expressdo de GLUT4 em extratos teciduais de tecido adiposo nos grupos
experimentais. Na quantificacdo foram encontradas diferencas significativas.
O grupo GH apresentou reducdo proeminente do transportador GLUT em
relacdo ao controle (GC) Em contrapartida, os animais que receberam a
terapia obtiveram melhora na expresséo do transportador.

Nota: Dados apresentados em média + EPM *P <0,05; ***P <0,0005. B-actina utilizada
como controle interno. Analisado pelo teste one-way ANOVA com pos-teste de

Tukey.
Fonte: A autora, 2020.
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5 DISCUSSAO

A obesidade € uma das principais preocupacfes na saude publica. Nesse
contexto, com intuito de melhor compreender os fenbmenos que envolvem a evolucéo
dessa doenca modelos de estudo em animais sdo empregados. O modelo de
hiperalimentacdo durante a lactagdo com reducéo de ninhada € considerado de facil
aquisicdo e com custo minimo. O ajuste da ninhada realizado no terceiro dia pés-natal
foi capaz de ocasionar modificagcdes metabdlicas em camundongos adultos formando
um grupo de animais com massa corporal superior em relagéo ao grupo controle. No
estudo realizado anteriormente por Cunha A. C e colaboradores mostrou que a
reducdo de ninhada nos primeiros dias pds-natais foi capaz de induzir maior ingesta
alimentar dos ratos Wistar do grupo hiperalimentado em comparacdo aos animais do
grupo controle. A reducéo de ninhada ocasiona modificacdes na composicdo do leite
da nutriz promovendo maior producéo de triglicerideos e decréscimo na producéo de
proteinas (DE SOUZA RODRIGUES CUNHA et al., 2009; PLAGEMANN et al., 1992).
Estudos epidemiolégicos também ja4 demonstraram que alteracBes nutricionais e
hormonais nos periodos criticos do desenvolvimento podem levar ao desenvolvimento
ao quadro de obesidade na vida adulta. Mudancas no microambiente durante os
primeiros dias pos-natais também levar a complica¢cfes. Ninhadas de camundongos
contendo menos filhotes tornam-se hiperfagicos e por esta razdo apresentam maior
ganho peso, hiperinsulinemia e hiperglicemia na fase adulta (DE SOUZA
RODRIGUES CUNHA et al., 2009; HARDER et al., 1999). A adocao do estilo de vida
ocidental, provida do consumo excessivo de uma dieta altamente caldrica e pobre em
nutrientes contribuem para aumento em niveis alarmantes das taxas de sobrepeso,
dado que essas mudancas afetam o desenvolvimento, resultando na susceptibilidade
ao desenvolvimento de distlrbios metabdlicos (KAYSER et al., 2015).

A massa corporal ao final do tratamento apresentou relagéo significativamente
maior nos animais GH e GH+CMO em relagéo ao grupo controle (GC). Isto sugere
que a terapia com CMO ndo foi capaz de promover reducdo na massa corporal. Além
disso, ndo encontramos diferengas substanciais no comprimento naso-anal em
nenhum dos grupos analisados (Figura 10A). Isto demonstra que néo ha relacéo entre
0 ganho de massa corporal dos animais e seu comprimento. Contudo, os resultados
de gordura epididimal reforcam o acumulo de tecido adiposo, sugerindo o quadro de

obesidade nos animais do grupo hiperalimentado (GH). Nos animais que receberam



59

a terapia (GH+CMO) ainda encontramos elevados valores significativos, 0 que mostra
gque mesmo apods a infusdo das CMO n&o houve diminuicdo da adiposidade
epididimaria nos animais. O calculo do indice de Lee confirmou que ndo houve
diferenca entre os grupos hiperalimentados que receberam ou ndo a terapia com
CMO. Portanto, a terapia nao foi capaz de reduzir a massa corporal, 0 que ja era
esperado. De maneira semelhante ao utilizado em humanos com IMC, o indice de Lee
€ um paramentro que permite diagnosticar o estabelecimento do quadro obesogénico
em roedores (DE OLIVEIRA, G. P. et al., 2014; ROGERS; WEBB, 1980; THOLE et al.,
2012)

Em relacdo a glicemia dosada anteriormente a terapia, o grupo hiperalimentado
(GH) exibiu curva acentuada no TITG 30 minutos ap6s administracéo da glicose, como
demonstrado no grafico da curva glicémica correspondendo ao que ja é visto na
literatura (THOLE et al., 2012). Porém ao serem submetidos a terapia com CMO, os
animais hiperalimentados apresentaram melhoria substancial da glicemia em 10 dias,
como observado no gréfico da area sob a curva, com valores similares aos animais
GC. Estes resultados sao semelhantes aos da literatura, como Hao e colaboradores
(2013) utilizando a terapia com células mesenquimais provenientes da medula 6ssea,
demonstraram a reducéo da glicemia e hiperinsulinemia em ratos diabéticos, assim
como restabelecimento da normoglicemia apds multiplas infusdes destas células.
Outro estudo recente também demonstrou resultados similares de normoglicemia e
perfil imunomodulador em camundongos submetidos ao modelo de diabetes tipo 1
(YAOCHITE et al., 2016). Embora néo esteja completamente elucidado se os indices
glicémicos permaneceriam préximos a normalidade ap6s os 10 dias da terapia. Nosso
estudo foi o primeiro utilizando a terapia com CMO em animais submetidos ao modelo
de hiperalimentagédo durante a lactagdo na lactagdo. Este modelo seria outra
abordagem interessante no contexto da Terapia Celular, uma vez que temos
resultados publicados explorando o potencial de outras fontes de células
mesenquimais, como as provenientes do tecido adiposo e também da medula em
outros modelos de doencas (DE ANDRADE et al., 2015; DIAS et al., 2018; LIRA et al.,
2017).

De forma contraria, os animais GH permaneceram com hiperglicemia quando
comparados ao grupo controle. Estes achados sugerem um quadro inicial de
desenvolvimento de Diabetes Mellitus tipo 2. De maneira similar, o aumento da

insulina no grupo hiperalimentado poderia ser em virtude da producao e secrec¢éo de
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insulina pelas células B-pancreaticas de maneira compensatoria em resposta aos
elevados niveis glicémicos. A insulina € um importante mediador nos processos
metabdlicos e na obesidade, a desregulacdo nos seus receptores esta relacionada a
resisténcia a insulina o que leva a prejuizos a captacdo da glicose nos tecidos
periféricos e de producao de energia (DE SOUZA RODRIGUES CUNHA et al., 2009;
FRANCISQUETI; NASCIMENTO; CORREA, 2015; KANTER; HSU; BORNFELDT,
2020).

O indice de HOMA é um teste matematico que permite mensurar o0 grau de
resisténcia a insulina e eficacia da producéo deste hormdnio. No resultado de HOMA-
IR,0s animais GH apresentaram significativo grau de resisténcia em comparacao aos
animais GC. Em contrapartida, os animais GH+CMO apresentaram reducao
significativa em relagdo grupo GH. Evidéncias experimentais relacionam a Rl ao
estabelecimento do quadro de diabetes do tipo 2 e a inflamacao crénica de baixa
intensidade tem sido apontada como um dos fatores atuantes na patologia do
diabetes. A participacdo de adipocinas pré-inflamatorias secretadas pelo TAB como
IL-6 e TNF-a parecem interferir na sensibilidade a insulina (HAO et al., 2013). E sabido
gue as células-tronco, em especial as células-tronco adultas que povoam a medula
Ossea sdo capazes que secretar um painel de fatores imunomoduladores que
atenuariam a inflamacao, assim, estimulando o reparo tecidual (DE CASTRO et al.,
2019; SIPPEL et al., 2015). De forma similar, os resultados do indice de HOMA-3,
corroboram com os achados de HOMA-IR, os animais GH+CMO apresentaram
significativa eficiéncia nas células-p ao passo que os o grupo GH permaneceram com
eficiéncia prejudicada.

No colesterol total ndo encontramos diferencas significativas entre os grupos,
ainda que no colesterol total do GH+CMO tenha apresentado discreta reducao desse
niveis pos-terapia em relacdo aos animais GH. Ja os triglicerideos dos animais que
receberam a terapia (GH+CMO) apresentaram significativa melhoria destes
parametros. A dislipidemia € um dos fatores de risco para desenvolvimento de
aterosclerose, fendbmeno comum em individuos portadores da obesidade e/ou
diabetes em que ha elevacgéo dos niveis de colesterol LDL e triglicerideos (DA CUNHA
DE SA et al., 2020).

Quanto aos resultados de quantificacdo para marcacao da citocina TNF-a nos
tecidos periféricos, embora ndo tenha sido quantificado, as avaliacdes qualitativas das

laminas histolégicas o grupo GH apresentou aparente marcac¢des nos corddes de
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hepatocitos no figado, masculo e tecido adiposo comparado ao GC. Uma vez os
animais submetidos a terapia com CMO vemos padrdao de marcacdo de GH+CMO
aparentemente ténue, similar aos animais GC. Por isso, sugerimos futuras analises
para confirmar os resultados observados no musculo e figado.

Devido as participacdes do TAB na inflamacéo e progresséo da RlI, realizamos
a quantificacdo para citocina TNF-a, e nossos resultados demonstraram que 0s
animais GH apresentaram acentuada marcacdo para a citocina. Isto reitera a
presenca do perfil inflamatorio de baixa intensidade, muito comum na obesidade. Os
animais submetidos a terapia apresentaram significativa reducdo da marcacdo da
citocina. O TNF-a é uma citocina pro-inflamatéria de baixo peso molecular. Na
literatura, o aumento desta citocina estd relacionado a reducdo da producdo de
adiponectina pelos adipécitos. A adiponectina € conhecida por exercer efeitos anti-
inflamatorios sobre a producao de citocinas pré-inflamatérias como TNF-a, INF-y, IL-
10, além do recrutamento de macroéfagos, perpetuando a inflamacao (SIPPEL et al.,
2015). Uma possivel explicacdo para os resultados encontrados, seria 0 proprio
mecanismo imunomodulador presente na células-tronco adultas, seja por interacdes
célula-célula ou por mecanismos paracrinos. Evidéncias cientificas também apontam
gue uma das participacfes mediadas pelas células mesenquimais presentes no pool
de células da medula, seria interacdo com linfocitos-T reguladores e mudancas do
fenétipo M1(pré-inflamatério) para M2 (anti-inflamatério) em macréfagos (DE
CASTRO et al., 2019; EL HUSSENY et al., 2017).

Nas andlises quantitativas da via de sinalizac&o de insulina no tecido adiposo
nao encontramos diferencas significativas no contetdo de PI3K, AKT, pAKT e razéo
pAKT/AKT nos animais GH+CMO e GH em relacdo ao grupo controle.
Interessantemente, nossos resultados quantitativos de GLUT4 mostraram melhoria
substancial no conteudo do transportador dos animais que receberam a terapia
(GH+CMO) comparados aos animais GH, que permaneceram com expressao
reduzida do transportador. Diante destes achados, sugerimos que a terapia também
poderia exercer efeitos benéficos de restauracdo normoglicémica através de outra via
gue ndo a PKB/AKT. Na literatura, trabalhos relacionam a melhoria da glicemia em
virtude da via AKT, j4 que a inflamacdo gerada por TNF-a parece interferir na
fosforilacdo via insulina (BASUKALA et al., 2018; SIPPEL et al., 2015). Contudo,
sabemos que 0os mecanismos que regem a externalizacdo dos GLUTs ainda néo estéo

completamente elucidados, uma vez que envolvem outras vias paralelas divergentes
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a AKT. Por exemplo, a CAP/Cbl/TC-10 que apés diversas fosforilagdes e recrutamento
de proteinas adaptadoras, ativa TC-10 ativando-a e permitindo a translocacdo de
GLUT4 de forma complementar a via de PI3K/AKT (CHIANG et al.,, 2001,
FERRANNINI; DEFRONZO, 2015).

Outros autores também mostram que o estresse oxidativo parece prejudicar a
formacdo dos transportadores de glicose na RIl. Por exemplo, um estudo que mostrou
que homens submetidos a dieta hipercalorica apresentaram elevado estresse
oxidativo (marcacéo para 8-iso-PGF2a), no tecido adiposo em bidpsias coletadas de
urina. Os autores deste trabalho sugerem que na Rl o GLUT4 passaria por
modificacdes pos-translacionais, denominadas de carbonilacdo que levariam a
alteracdes conformacionais gerando perda de funcdo do transportador (BODEN et
al., 2015). Com isto, nosso trabalho foi o primeiro analisando a via de sinalizacéo de
insulina por meio do modelo de hipearlimentacdo na lactacdo, o que contribui
consideravelmente para os estudos envolvendo terapia utilizando células de medula
0ssea em modelos animais submetidos a obesidade. Ndo menos importante,
sugerimos futuras investigagdes que busquem aprofundar o conhecimento em torno
da terapia com CMO na normalizacédo da glicemia no modelo de hiperalimentacéo

durante a lactacédo.
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CONCLUSAO

Portanto, podemos concluir que a terapia com células de medula éssea em
camundongos Swiss machos obteve éxito na melhoria da insulinemia, glicemia, perfil
inflamatorio, assim como na expressao do transportador de glicose em uma unica
dose.

Isto demonstra que as CMO apresentam possivel potencial terapéutico frente
a doencas metabodlicas como a resisténcia a insulina auxiliando na elaboracdo de

futuras abordagens terapéuticas na medicina regenerativa.
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