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Resumo



A macroangiopatia e a aterosclerose acelerada sdo desfechos importantes em pacientes
com diabetes mellitus (DM) e contribuem para a alta morbidade/mortalidade observada
nessa doenca. Células-tronco mesenquimais vasculares contribuem para a fisiologia da
parede vascular e poderiam estar alteradas no DM. Objetivos: avaliar diversas propriedades
biologicas das células-tronco mesenquimais vasculares (vMSCs) arteriais e venosas em
modelo de DM induzido por estreptozotocina em ratos. Métodos: Apds 08 semanas de
inducdo do DM, ratos diabéticos ndo tratados, tratados e controles tiveram a glicemia e
peso corporal avaliados semanalmente. Ao final, a aorta e a veia cava inferior foram
excisadas e processadas para histologia e extracdo de células mononucleares vasculares.
Um pool dessas células foi semeado para um ensaio de unidades formadoras de col6nias-
fibroblastos (CFU-F) para estimar o numero de vVMSCs. As células restantes foram
expandidas para avaliar sua taxa de proliferacdo, expressdo fenotipica de c-Kit e CDA45,
marcador de células hematopoiéticas, bem como suas habilidades de diferenciacdo
osteogénica, adipogénica e endotelial-like. A analise histoldgica vascular também foi
realizada para quantificar a fibrose vascular com picrosirius red, um marcador de colageno.
Resultados: Ratos DM apresentaram intensa hiperglicemia e baixo peso corporal apés 08
semanas. O tratamento com insulina (dose 8UI) foi capaz de prevenir a hiperglicemia e a
perda de peso corporal. Os numeros de CFU-F, expressdao de c-Kit/CD45 e taxas de
proliferacdo ndo foram diferentes para vVMSCs arteriais e venosas em todos 0S grupos
experimentais. Em contraste, vMSCs arteriais de ratos DM ndo tratados apresentaram uma
menor capacidade de se diferenciar em linhagens osteogénicas, adipogénicas e endoteliais.
O tratamento com insulina impediu o déficit de diferenciacdo. As aortas de ratos DM
mostraram sinais de macroangiopatia, pois apresentaram marcacdo aumentada de colageno
em comparagdo com as aortas de animais controles e DM tratados. Concluséo: Os achados
sugerem, pela primeira vez, que em ratos com DM crénica, as vVMSCs exibem alteragdes
em varias propriedades de diferenciacdo, que podem estar implicadas na patogénese da
macroangiopatia diabética.
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Abstract



Macroangiopathy and accelerated atherosclerosis are important outcomes in patients with
diabetes mellitus (DM) and contribute to the high morbidity/mortality observed in this
disease. Vascular mesenchymal stem cells contribute to the physiology of the vascular wall
and could be altered in DM. Objectives: To evaluate several biological properties of
arterial and venous vascular mesenchymal stem cells (vVMSCs) in a rat model of
streptozotocin-induced DM. Methods: After 08 weeks of DM induction, untreated, treated
and control diabetic rats had their blood glucose and body weight evaluated weekly. At the
end, the aorta and inferior vena cava were excised and processed for histology and
extraction of vascular mononuclear cells. A pool of these cells was seeded for a colony-
forming unit-fibroblast (CFU-F) assay to estimate the number of vMSCs. The remaining
cells were expanded to assess their proliferation rate, phenotypic expression of c-Kit and
CD45, a hematopoietic cell marker, as well as their osteogenic, adipogenic and
endothelial-like differentiation abilities. Vascular histological analysis was also performed
to quantify vascular fibrosis with picrosirius red, a collagen marker. Results: DM rats
showed intense hyperglycemia and low body weight after 08 weeks. Insulin treatment (81U
dose) was able to prevent hyperglycemia and body weight loss. CFU-F numbers, c-
Kit/CD45 expression and proliferation rates were not different for arterial and venous
VMSCs in all experimental groups. In contrast, arterial vMSCs from untreated DM rats
showed a lower ability to differentiate into osteogenic, adipogenic, and endothelial
lineages. Insulin treatment prevented the differentiation deficit. The aortas from DM rats
showed signs of macroangiopathy, as they showed increased collagen labeling compared to
the aortas from control and DM treated animals. Conclusion: The findings suggest, for the
first time, that in rats with chronic DM, vMSCs exhibit alterations in several differentiation

properties, which may be implicated in the pathogenesis of diabetic macroangiopathy.
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Introducéo 2

1. DIABETES MELLITUS

1.1 EPIDEMIOLOGIA

Diabetes mellitus (DM) é um importante e crescente problema de salde para todos
0s paises, independentemente do seu grau de desenvolvimento (SBD, 2020). O DM faz
parte das doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT), que sdo caracterizadas por um
grupo de patologias com etiologia mista, inmeros fatores de risco e geralmente
irreversiveis (WHO, 2014; BRASIL, 2015).

No grupo das DCNTSs estdo incluidas, além do DM, as doencas cardiovasculares,
neoplasias e doencas respiratorias cronicas. Seus principais fatores de risco podem ser
modificaveis e sensiveis a acbes preventivas, como consumo elevado de alcool, habito de
fumar, dietas menos saudaveis e sedentarismo, bem como ndo modificaveis, como sexo
(WHO, 2018).

No Brasil, esse grupo de DCNT corresponde a 56% das mortes prematuras e, 74%
das mortes por causas conhecidas, sendo que o seu controle representa uma das principais
prioridades nos planejamentos de satde do pais (WHO, 2014; BRASIL, 2015; BRASIL,
2018).

Uma grande preocupacdo é o aumento acelerado da prevaléncia de DM gerando
graves consequéncias. Em 2017, a Federacdo Internacional de Diabetes (International
Diabetes Federation, IDF) estimou que 8,8% (intervalo de confianca [IC] de 95%: 7,2 a
11,3) da populagdo mundial com 20 a 79 anos de idade (424,9 milhdes de pessoas) vivia
com DM. Se as tendéncias atuais persistirem, 0 nimero de pessoas com DM foi projetado
para ser superior a 628,6 milhdes em 2045. Cerca de 80% dos casos vivem em paises em
desenvolvimento, nos quais deverd ocorrer 0 maior aumento dos casos de DM nas

préximas décadas (IDF, 2017; SBD, 2020).

Diogenes Rodrigo Maronezzi de Paula



Introducéo 3

Segundo dados da Federagéo Internacional de Diabetes (IDF, 2017), 463 milhdes
de pessoas no mundo séo diagnosticadas com alguma classificacdo clinica do diabetes, e
374 milhdes de individuos possuem intolerancia a glicose.

Dados da ualtima diretriz brasileira de DM (2019-2020) apontam ainda que 90 a
95% dos casos existentes de diabetes correspondem ao DM tipo 2 (DM2) (SBD, 2020).

No Brasil, o DM atinge cerca de 16,8 milhdes de individuos e no ano de 2019
ocupou a quinta posi¢dao no nimero de individuos com diabetes no mundo (IDF, 2017).

Correspondendo ao maior nimero de casos, 0 DM2 acomete em sua maioria
individuos adultos com mais de 40 anos de idade (SBD, 2020). Seu surgimento esta
diretamente relacionado ao estilo de vida, e seu tratamento é baseado na terapia nutricional
e incentivo a prética de atividade fisica regular, associada ou ndo ao uso de
hipoglicemiantes orais e/ou insulina (SBD, 2020; IDF, 2017).

O aumento da prevaléncia do DM esta associado a diversos fatores, como: rapida
urbanizacdo, a transicdo epidemioldgica (maior impacto das condigdes cronico-
degenerativas), transicdo nutricional, maiores habitos de vida sedentarios, aumento da
frequéncia de sobrepeso e obesidade, crescimento e envelhecimento populacional e

aumento da sobrevida dos pacientes ja diagnosticados com DM (SBD, 2020).

1.2 CONCEITO, CLASSIFICACAO E DIAGNOSTICO DO DM
O DM constitui umas das mais abrangentes DCNT, e define-se como um disturbio
metabdlico gerado pela deficiente secrecdo e/ou acdo da insulina no organismo humano,

caracterizando-se principalmente por hiperglicemia (SBD, 2020).

Diogenes Rodrigo Maronezzi de Paula



Introducéo 4

Os fatores etioldgicos do DM podem ser genéticos, bioldgicos e ambientais, e sua
classificacdo clinica divide-se em DM tipo 1 (DM1), DM tipo 2 (DM2), Diabetes Mellitus
Gestacional (DMG) e outras formas especificas menos comuns (ADA, 2019).

O DML1 é definido pela destruicdo das células beta que levam a deficiéncia de
insulina, esse ainda é subdividido em tipo 1A (autoimune) e tipo 1B (Idiopatico); o DM 2 é
a forma mais comum verificada na populacdo, cerca de 95% dos casos, caracterizado por
disturbios na acdo e secrecdo da insulina e ainda na regulacdo hepética da glicose. J& os
outros tipos especificos de DM sdo as formas de apresentacdo menos comuns, é bastante
variada e depende da alteracdo de base, seja associada ou genética, a exemplos: diabetes
neonatal, mitocondrial e outros. E 0 DM gestacional, caracteriza-se por qualquer espécie
de intolerancia a glicose, durante a gestagédo (SBD, 2020).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes (2020), nos ultimos 40 anos
houve mudancgas nos critérios diagnosticos “devido ao surgimento de novas evidéncias
referentes a associacdo de valores cada vez menores de glicemia a risco de complicacbes

micro e macrovasculares” conforme apresentado na Tabela 1.

Diogenes Rodrigo Maronezzi de Paula
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Tabela 1. Critérios laboratoriais para o diagnostico de Diabetes Mellitus.

Glicose 2 horas
Glicose em jejum | apds sobrecarga | Glicose ao acaso
(mg/dL) com 75 g de (mg/dL)
glicose (mg/dL)

HbA1c (%) Observacoes

OMS emprega valor
de corte de 110 mg/
dL para normalidade
da glicose em jejum.?
Positividade de
Pré-diabetes ou qualquer dos
risco aumentado =100 e < 126* =140 e < 200 - =57e<65 parametros confirma
para DM diagndstico de pré-
diabetes.
Positividade de
qualquer dos
parametros confirma
diagndstico de DM.
Método de HbA1C deve
ser o padronizado.
Na auséncia
de sintomas de
hiperglicemia, &
necessario confirmar
o diagndstico pela
repeticao de testes.

Fonte: SBD, 2020; BAX et al., 2007. OMS: Organizagdo Mundial da Saude; HbAlc:
hemoglobina glicada; DM: diabetes mellitus. * Categoria também conhecida como glicemia
de jejum alterada. # Categoria também conhecida como intoleréncia oral a glicose.

Normoglicemia <100 <140 - =57

= 200 com sintomas
=126 =200 inequivocos de =65
hiperglicemia

Diabetes
estabelecido

1.3 COMPLICACOES DO DM

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que a glicemia elevada seja uma
grande causa de mortalidade prematura, superada apenas por pressdo arterial elevada e
tabagismo (SBD, 2020). A hiperglicemia persistente estd associada a complicacdes
crénicas micro e macrovasculares, aumento de morbidade, reducdo da qualidade de vida e
elevacdo da taxa de mortalidade (WHO, 2016). Sabe-se que o DM € capaz de provocar
mortes e altos custos direcionados ao seu tratamento e complicacGes (ADA, 2018).

O DM e suas complicagdes constituem as principais causas de mortalidade precoce
na maioria dos paises; aproximadamente 5 milhdes de mortes em pacientes entre 20 a 79
anos, devido ao DM, em 2015 (SBD, 2020).

As complicacGes crénicas podem ser classificadas como: (a) macrovascular, que

sdo decorrentes de alteragbes nos grandes vasos e acarretam em infarto agudo do
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miocérdio, acidente vascular cerebral e doenca vascular periférica; (b) microvascular, que
incluem a vasculopatia, nefropatia diabética, a retinopatia diabética e a neuropatia
diabética (PAPATHEODOROU et al., 2018).

As complicagfes agudas do DM incluem: (a) descompensacdo hiperglicémica
aguda, que ocorre devido a valores muito elevados de glicemia, podendo haver evolugédo
para complicagbes mais graves como cetoacidose diabética e sindrome hiperosmolar
hiperglicémica nédo cetdtica; (b) hipoglicemia, que ocorre devido a valores muito baixos de
glicemia e as consequéncias podem ser tonturas, disturbios de comportamento e perda de
consciéncia (SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE DE SAO PAULO, 2018;
MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

Para além destas, ainda existem outras ndo vasculares como as alteragdes
gastrointestinais, genito-urinarias, dermatoldgicas, infeccdes, cataratas, glaucoma e a
doenca periodontal (FAUCI et al., 2008).

DM € uma doenca complexa e crbnica, que requer tratamento médico continuo,
através de estratégias multifatoriais para reducdo de fatores de risco, além do controle
glicémico. Estimulo a educacdo e ao autocuidado, além de suporte a salde, sdo criticos

para se evitar complicacdes agudas ou crénicas (ADA, 2019).

2. DIABETES MELLITUS E DOENCAS CARDIOVASCULARES

A doenca cardiovascular (DCV) é a principal causa de morbimortalidade nos
pacientes diabéticos e, direta ou indiretamente, € o principal fator para o elevado custo que
a doenca exerce sobre o sistema de saude (SBD, 2020; KALYANI et al., 2018). Observam-
se nas pessoas com DM um aumento duas a trés vezes maior no risco de desenvolver

doencas cardiovasculares (SARWAR et al., 2010).
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A etiologia das doencas cardiovasculares nas pessoas com DM esté relacionada a
diversos fatores como a doenca aterosclerdtica coronariana, a neuropatia autondmica

cardiovascular e a cardiomiopatia diabética (DOKKEN, 2008).

3. CARDIOMIOPATIA DIABETICA

A cardiomiopatia diabética caracteriza-se por alteragdes funcionais e/ou estruturais
na auséncia de doenca arterial coronariana, hipertensdo ou doenca valvar significativa, em
individuos com DM (LEE & KIM, 2017; JIA et al., 2018).

Em 2013, a American College of Cardiology Foundation (ACCF), a American
Heart Association (AHA) (YANCY et al., 2013) e a European Society of Cardiology
(ESC) em colaboracdo com a European Association for the Study of Diabetes
(EASD) (RYDEN et al., 2013) definiu cardiomiopatia diabética como uma condicao
clinica de disfuncdo ventricular que ocorre na auséncia de aterosclerose coronariana e
hipertensdo em pacientes com DM.

Hiperglicemia, resisténcia sistémica a insulina e sinalizagdo metabdlica da insulina
cardiaca prejudicada sdo as principais anormalidades clinicas no DM, e todas estdo
envolvidas na patogénese da cardiomiopatia diabética (JIA et al, 2018).

Acredita-se que a etiopatogenia da cardiomiopatia diabética envolva fatores como a
neuropatia autondmica cardiovascular, ativacdo do sistema renina-angiotensina-
aldosterona, fibrose miocardica intersticial, microangiopatia e alteragdes metabolicas
(hiperglicemia, aumento de acidos graxos livres circulantes e de triacilglicerdis, citocinas
inflamatdrias) (JIA et al., 2018; CHONG et al., 2017; TARQUINI et al., 2011).

O primeiro estagio da cardiomiopatia diabética é clinicamente assintomatico e é

caracterizado por aumento da fibrose e rigidez; ha reducdo do enchimento diastélico
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precoce e aumento do enchimento e alargamento atrial, bem como elevagdo da pressao
diastolica final do ventriculo esquerdo (VE) (WESTERMEIER et al., 2016).

O segundo estagio da cardiomiopatia diabética é caracterizado por hipertrofia do
VE, remodelagdo cardiaca, disfuncdo diastolica cardiaca avancada e consequente
surgimento de indicacBes clinicas de insuficiéncia cardiaca com fracdo de ejecdo
preservada (ICFEP) (JIA et al., 2016).

Com a progressao da cardiomiopatia diabética, disfuncdo diastolica e complacéncia
cardiaca reduzida podem coexistir com disfuncgdo sist6lica levando a fracdo de ejecédo
reduzida, desempenho de pré-ejecdo prolongado, cdmara ventricular esquerda aumentada,
periodo de ejecdo reduzido e este Ultimo por aumento da resisténcia ao enchimento com
maiores pressdes de enchimento (JIA et al., 2016).

Assim, a disfuncdo cardiaca em coracdes diabéticos progride de anormalidades
cardiacas subclinicas, como fibrose do VE, para disfuncdo diastdlica e, eventualmente,
disfuncdo sistdlica acompanhada por fracdo de ejecdo reduzida. Vérias técnicas ndo
invasivas, incluindo ecocardiografia, tomografia computadorizada e ressonancia magnética
cinematogréafica, foram aplicadas para detectar alteracGes da estrutura cardiaca e funcéo
(JIA etal., 2016).

A cardiomiopatia diabética é classicamente definida no contexto de auséncia de
doenca arterial coronariana evidente. No entanto, a cardiomiopatia diabética pode estar
associada a disfungdo microvascular coronariana que prejudica o fluxo sanguineo
coronariano e a perfusdo miocardica, a fungdo ventricular e os resultados clinicos,

incluindo DCV (SANDESARA et al., 2018).
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3.1 COMPLICAQ@ES VASCULARES NO DM

As complicacgdes vasculares sdo a principal causa de morbidade e mortalidade em
pacientes diabéticos. Estes resultam de interacdes entre anormalidades metabodlicas
sistémicas, como hiperglicemia, dislipidemia, moduladores genéticos e epigenéticos e
respostas locais do tecido a metabolitos toxicos. As complicagBes macrovasculares
envolvem obstrucGes ateroscleroticas / trombdticas, como as que ocorrem nas doencas
coronérias, cerebrais e das artérias periféricas. As patologias microvasculares classicas
incluem retinopatia, nefropatia e neuropatia, mas cérebro, miocardio, pele e outros tecidos
também sdo afetados (BARRETT et al., 2017).

Os elementos celulares da microvasculatura parecem ser particularmente sensiveis
a lesdes de hiperglicemia sustentada. Essa lesdo (e as respostas do corpo direcionadas ao
seu reparo) causa disfuncdo de tecido / 6rgdo que afeta a qualidade e a duracdo da vida de
pessoas com DM1 ou DM2. Apesar da patogénese dispar dessas duas formas comuns de
diabetes, elas (junto com as formas secundarias de diabetes resultantes de mutacdes
genéticas ou intervengdes farmacéuticas ou cirargicas) compartilham lesdo / disfuncéo
microvascular como um resultado crénico (BARRETT et al., 2017).

As anormalidades estruturais na microcirculacdo coronaria incluem obstrucdo
luminal, infiltracdo inflamatdria, remodelacdo vascular e fibrose perivascular (SHOME et
al., 2017).

As anormalidades funcionais na microcirculagdo coronaria incluem disfuncdo
endotelial e das células musculares lisas e comprometimento do relaxamento e constri¢do
vascular e reperfusao isquémica (SHOME et al., 2017).

Vérias vias bioquimicas ligam os efeitos adversos da hiperglicemia com

complicacbes vasculares. Os mecanismos celulares incluem o seguinte: glicacdo néo
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enzimética e a formacdo de produtos finais de glicacdo avancada (AGEs); aumento da
producdo e acgdes reativas de oxigénio; estresse do reticulo endoplasmatico (ER);e a
ativacdo da via do poliol, a via do diacilglicerol (DAG) -proteina quinase C (PKC),
homologia Src-2 dominio contendo fosfatase-1 (SHP-1) e o sistema renina-angiotensina
(RAS) e sistemas de calicreina-bradicinina (BK). E provavel que as alteragdes
intracelulares e extracelulares induzidas pela hiperglicemia alterem as vias de transdugéo
de sinal, afetando assim a expressdo génica e a funcdo da proteina e causando disfuncéo e
dano celular (KOYA & KING, 1998).

A doenca macrovascular (ou cardiovascular) das artérias de condutos maiores € um
processo inflamatério complexo que leva a infarto do miocérdio, acidente vascular cerebral
e doenca arterial periférica. O processo patoldgico primario associado a doenca
macrovascular € a aterosclerose, que no DM é acelerada com extensa distribuicdo de lesGes
vasculares (KATTOOR et al., 2017).

Além dessas alteracGes funcionais, uma inflamacdo de baixo grau associada nas
células endoteliais e musculares lisas da parede vascular causa proliferacdo celular,
hipertrofia, remodelacdo e apoptose (SAVOIA et al., 2011).

Isso acelera a interrupcdo do equilibrio entre as proteinas de suporte da parede
arterial, elastina e colageno, que determinam a complacéncia vascular, uma forma de
“envelhecimento vascular”, que é um fenotipo caracteristico da hipertensdo (HARVEY et
al., 2015; GUZIK & TOUYZ, 2017; BARTON et al., 2016; YIN, 2016).

O enrijecimento vascular leva ao alargamento da pressdo do pulso arterial e ao
aumento do cisalhamento pulsatil, exacerbando a disfungdo endotelial e a doenca vascular

(ZIEMAN et al., 2005).
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A doenca microvascular leva a retinopatia, nefropatia e neuropatia, que sdo as
principais causas de morbidade e mortalidade em pacientes com diabetes (PETRIE et al.,
2017).

As alteragBes patognoménicas da microangiopatia diabética incluem espessamento
da membrana basal capilar, aumento da permeabilidade endotelial e disfuncdo endotelial e
das células musculares lisas vasculares. A hiperglicemia é o estimulo chave para esses
processos ao estimular vias de sinalizagdo vaso-lesivos, ativar a via do poliol, aumentar o
estresse oxidativo, estimular fatores de transcricdo pro-inflamatérios e ativacdo de
respostas imunes. Processos semelhantes sdo induzidos pela hipertensdo (MADONNA et

al., 2017).

4. CELULAS-TRONCO

As células-tronco (CT) séo tipos de células indiferenciadas e auto-renovaveis. Elas
tém a capacidade Unica de se dividir assimetricamente e diferenciar nos varios tipos de
células do corpo, enquanto se replicam simultaneamente para manter uma linhagem de
células-tronco (ALESSANDRINI et al., 2019).

A autorrenovacdo € o processo pelo qual as células-tronco geram células-filhas
indiferenciadas. A autorrenovacdo € necessaria para preservar as populacdes de células-
tronco em diferentes tecidos (GARGETT, 2009; SMITH, 2005).

As células-tronco estdo presentes em quase todos os tecidos humanos e sdo
classificadas quanto a sua origem em: células-tronco embrionaria (CTE), que derivou da
massa celular interna de embribes pré-implantacdo e tem a capacidade de formar todas as
trés camadas germinativas embrionarias (ou seja, ectoderme, endoderme e mesoderma) e

células-tronco adultas (CTA), que se encontram em Vvarios tecidos e 0rgdos, e tém a
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capacidade de produzir pelo menos um tipo de progénie funcional diferenciada (ALISON
et al., 2002; FU et al.,, 2010; BOARD, 2002; LI & XIE, 2005; NANDEDKAR &
NARKAR, 2003; ALESSANDRINI et al., 2019).

As CTA, como as células-tronco hematopoiéticas (HSC), ndo apenas se
multiplicam, mas também se desenvolvem em células sanguineas, enquanto as células-
tronco mesenquimais (MSCs) desencadeiam a geracdo de gordura, 0sso e cartilagem. As
CTA também ajudam na reparacdo e substituicdo de tecidos danificados, juntamente com o
desenvolvimento do sistema nervoso central e das ceélulas musculares (MCCALL et al.,
2009; SHEIK, 2015).

As células-tronco pluripotentes induzidas (iPSC) sdo capazes de serem geradas a
partir de uma variedade de células somaéticas e dar origem a células de linhagem
endodérmica, mesodérmica e ectodérmica (YOSHIDA & YAMANAKA, 2011; NIIBE et
al., 2011).

As CT também sdo classificadas de acordo com seus potenciais de diferenciacdo
em: Totipotente, Pluripotente, Multipotente e Unipotente. As células totipotentes, como
zigoto e blastdbmeros iniciais (1-3 dias da fertilizacdo do odcito) tém a capacidade de
produzir todos os tipos de células, enquanto as células pluripotentes, como a massa celular
interna dos blastocistos (dias 4-14 apos a fertilizacdo do odcito) podem gerar todos os tipos
de células, excluindo a linhagem extra-embrionaria (GARGETT, 2009; LI & XIE, 2005;
JAENISCH & YOUNG, 2008; KRAMPERA et al., 2007; ALESSANDRINI et al., 2019).
As células-tronco multipotentes tém a capacidade de se diferenciar em todos os tipos de
células dentro de uma linhagem particular (JAENISCH & YOUNG, 2008; KRAMPERA et
al., 2007) e as células-tronco unipotentes sdo definidas como células que tém a

competéncia de se diferenciar em apenas uma linhagem (GARGETT, 2009).
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As células-tronco ndo sdo especializadas, tendo o potencial de se regenerar e se
diferenciar em células especializadas, como midcitos, hepatocitos, leucdcitos, linfocitos,
eritrécitos, muasculos e células nervosas sob condi¢fes ambientais e sinais adequados
(SHEIK, 2015).

O potencial terapéutico das células-tronco pode ser atribuido a trés principais
mecanismos de agdo incorporados. Em primeiro lugar, as células-tronco administradas
sistemicamente sofrem "homing"” que ainda migram para o local da lesdo, possivelmente
devido a quimioatracdo mediada por receptores de superficie celular, como os receptores
de quimiocinas. Embora o mecanismo exato das células-tronco e da interagdo endotelial no
local alvo ndo esteja bem estabelecido, as integrinas e selectinas foram sugeridas para
mediar tais interagdes (KOUREMBANAS, 2015; NAWAZ et al., 2016).

A transmigracdo das células-tronco para o ponto focal da lesdo ocorre através do
endotélio através da molécula de adesdo celular vascular 1 (VCAM-1) e sinalizacdo do
receptor acoplado a proteina G (TEO et al., 2012).

Em segundo lugar, a célula-tronco transplantada pode sofrer diferenciacdo em
varios tipos de células, que ap6s o enxerto local podem substituir os tecidos danificados e
induzir a restauracdo de sua funcdo (AGGARWAL & PITTENGER, 2005; DI NICOLA et
al., 2002).

Em terceiro lugar, as células-tronco também podem secretar fatores de crescimento
/ bioativos, que podem potencialmente influenciar positivamente os processos fisioldgicos
locais e sistémicos (RAFFAGHELLO et al., 2008).

As CT sdo importantes para 0s organismos vivos devido as suas funcdes de
manutencdo do tecido homeostdtico e substituicio de células disfuncionais e

senescentes. Devido as suas notaveis capacidades regenerativas, as células-tronco estdo
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sendo aplicadas em tratamentos para Vvérias doengas como uma nova intervencdo
terapéutica, que também é conhecida como medicina regenerativa. Em anos anteriores, o
papel das células-tronco foi amplamente estudado por seu potencial terapéutico para tratar

0 DM e complicacdes relacionadas (BIEHL & RUSSELL, 2009; NELSON et al., 2009).

4.1 CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

Friedenstein foi um dos pioneiros da teoria de que a medula 6ssea é um reservatorio
de células-tronco de tecidos mesenquimais em organismos adultos (ANDRZEJEWSKA et
al., 2019; FRIEDENSTEIN et al., 1968).

A condicdo para a identificacdo de células-tronco mesenquimais (MSCs) é o
crescimento de células in vitro como populacéo aderente ao substrato, assim como no caso
de células de origem humana, fendtipo caracterizado pela presenca de antigenos de
superficie CD73, CD90, CD105 e auséncia de expressao de proteinas como: CD45, CD34,
CD14, CD11b, CD79a ou CD19 ou antigenos de complexo de histocompatibilidade de
classe Il (HLA 11, antigenos de leucécitos humanos de classe I1). Além disso, essas células
devem ter a capacidade de se diferenciar em osteoblastos, adipocitos e condroblastos
(HORWITZ et al., 2005; DOMINICI et al., 2006).

Além dos marcadores mencionados nas diretrizes da International Society for
Cellular Therapy (ISCT), os seguintes antigenos mostraram-se Uteis no isolamento das
MSCs humanas da medula 6ssea: STRO-1 (antigeno do antigeno do estroma-1 da medula
Ossea, antigeno de superficie celular expresso por elementos do estroma na medula dssea
humana-1), VCAM / CD106 (molécula de adesdo celular vascular 1) e MCAM / CD146
(molécula de adesdo celular de melanoma), que caracterizam as células que crescem in

vitro de forma aderente, com alto grau de clonogenicidade e capacidade de diferenciacéo
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multidirecional (SIMMONS & TOROK-STORB, 1991; GRONTHOS et al., 2003;

SACCHETTI et al., 2007).

4.2 CELULAS-TRONCO E PROGENITORAS CARDIACAS

O coracdo adulto é tradicionalmente considerado um 6rgdo pds-mitético sem
capacidade significativa de autorrenovacdo. No entanto, este ponto de vista mudou
recentemente com a deteccdo de que o coracdo é capaz de - embora bastante limitado - a
renovacao dos cardiomiécitos (BERGMANN et al., 2009; KAJSTURA et al., 2010).

Beltrami et al., foram os primeiros a descobrir células c-Kit * auto-renovaveis no
coragdo adulto, capazes de se diferenciar em cardiomidcitos, células endoteliais e células
do masculo liso e de apoiar a regeneracdo do tecido cardiaco lesado (BELTRAMI et al.,
2003; BEARZI et al., 2007; ELLISON et al., 2013).

Durante a ultima década, varias populacfes diferentes de células-tronco cardiacas
(CSCs) e células progenitoras cardiacas (CPCs), como células derivadas da cardioesfera
(CDCs) (CHIMENTI et al., 2010; MALLIARAS et al., 2012; WHITE et al., 2013;
MESSINA et al., 2004), células do antigeno de células-tronco (Sca) -1 (UCHIDA et al.,
2013; WANG et al., 2006; OH et al., 2003), células da proteina intensificadora do gene da
insulina (Isl) -1* (LAUGWITZ et al., 2005; GENEAD et al., 2010; CAI et al., 2003) e
células da populacdo do lado cardiaco (PFISTER et al., 2005; MARTIN et al., 2004;
OYAMA et al., 2007), foram encontrados. Além disso, varios estudos de mapeamento de
destino indicavam que as células estaminais e progenitoras cardiacas residentes podem
contribuir para a cardiomiogénese por diferenciacdo direta (HSIEH et al., 2007;

MALLIARAS et al., 2013; SENYO et al., 2013).
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Logo apds a descoberta de CSCs in vivo, experimentos foram iniciados levando a

resultados promissores (MULLER et al., 2018).

4.3 CELULAS-TRONCO VASCULARES

Durante o desenvolvimento, 0s vasos sanguineos sdo geralmente formados por
meio de dois processos: vasculogénese e angiogénese. A vasculogénese refere-se a criacao
da rede vascular primaria, observada durante o desenvolvimento embrionario, onde 0s
vasos sanguineos sdo formados de novo a partir de células progenitoras (angioblastos)
(FLAMME et al., 1997).

A angiogénese consiste no surgimento de novos vasos sanguineos das redes
vasculares preexistentes e pode ocorrer a qualquer momento da vida de um organismo. A
plasticidade vascular, seja por vasculogénese ou angiogénese, contribui tanto para o reparo
vascular quanto para o desenvolvimento de doenca vascular (CARMELIET, 2003).

Estudos acumulados revelaram que tanto a vasculogénese quanto a angiogénese
requerem o homing ou recrutamento de células progenitoras vasculares, proliferacdo e
diferenciacdo em células endoteliais (ECs) e células do musculo liso (SMCs), entre outros
tipos de células. Essas células-tronco vasculares / progenitoras desempenham um papel
fundamental na formacdo de todos os tipos de vasos durante o desenvolvimento
(KOVACIC et al., 2008).

Em adultos, a parede arterial € composta por 3 camadas: tdnica intima, que ¢é a
camada mais interna que consiste em uma monocamada de ECs circundada por uma
lamina basal e delimitada pela lamina elastica interna; tinica média, a camada
intermediaria, que compreende predominantemente SMCs suportadas por proteinas da

matriz extracelular (fibras elasticas e de colageno); a adventicia, que é a camada externa do
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vaso sanguineo contendo uma variedade de tipos de células, incluindo fibroblastos,
macrofagos, adipocitos e pericitos. Durante o desenvolvimento de doengas vasculares,
acredita-se que a disfungdo / morte da EC induzida por fatores de risco, por exemplo,
tabagismo e diabetes mellitus, poderia ser um iniciador que € seguido por infiltracdo de
células inflamatorias e deposicdo de lipidios oxidados (ROSS, 1993; LIBBY &
HANSSON, 2015).

Nesse processo, alguns SMCs na midia podem se desdiferenciar e migrar para a
intima junto com as células inflamatérias para formar a neointima (ALEXANDER &
OWENS, 2012).

Se 0 processo ocorrer repetidamente, lesdes graves podem se desenvolver, podendo
bloquear a luz dos vasos. Curiosamente, estudos recentes indicam a presenca de células-
tronco / progenitoras em todas as 3 camadas da parede do vaso (XU, 2006; YU et al.,
2017).

Além disso, é demonstrado que essas células participam ativamente do reparo /
regeneracdo endotelial e da formacdo de lesdes neointimais, em resposta a lesdo

(WORSDORFER et al., 2017; XU, 2008).

5. DIABETES MELLITUS E AS CELULAS-TRONCO

O DM néo apenas perturba os regulamentos de glicose no sangue, mas também
altera o metabolismo a longo prazo se for mal administrado (PENG et al., 2018).

A capacidade de regeneracdo e diferenciacdo das células-tronco permite explorar
seu  potencial  terapéutico para tratar e controlar as  complicagdes
diabéticas. Especificamente, as células-tronco multipotentes, como MSCs / HSCs, células-

tronco progenitoras, células-tronco especificas de tecido e células-tronco pluripotentes
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(CTE e iPSCs) sdo consideradas no combate aos distdrbios associados ao DM
(BERNARDI et al., 2012; KHAMAISI & BALANSON, 2017).

Portanto, a selecdo da fonte adequada de células-tronco é critica para garantir a
diferenciacdo das células-tronco em células endoteliais e perivasculares para reparar

complicagdes diabéticas (KEATS & KHAN, 2012).

5.1 CARDIOMIOPATIA DIABETICA E CELULAS-TRONCO

A cardiomiopatia diabética (DCM) é desenvolvida principalmente devido a
apoptose celular. A DCM reduz as células-tronco especificas do tecido, intensifica a
fibrose e diminui a perfuséo nos capilares (YOON et al., 2005; TOFFOLI et al., 2012).

As MSCs também tém sido implicadas na regeneracdo das células do miocéardio
para restaurar a funcdo normal do coracdo (ZHANG et al., 2008).

Além disso, as MSCs também induzem miogénese e angiogénese pela liberacéo de
varios fatores angiogénicos, mitogénicos e antiapoptéticos, incluindo fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1),
adrenomedulina (AM) e fator de crescimento de hepatdcitos (HGF) (KOUREMBANAS,

2015).

5.2 CELULAS-TRONCO NAS COMPLICACOES VASCULARES DO DIABETES
MELLITUS

Tratando-se do sistema vascular, sdo encontrados 0s vasos sanguineos e fazendo
parte dessas estruturas, o endotélio vascular, considerado um tecido ativo e dinamico com
caracteristicas importantes na manutencao da circulacdo sanguinea (PAGAN et al., 2018),

caracterizado por uma monocamada de células endoteliais que reveste o interior desses
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vasos atuando como uma camada protetora entre os demais tecidos e o sangue circulante
(STORCH et al., 2017).

Além de controlar a permeabilidade vascular, é capaz de influenciar
significativamente a hemostase, a proliferagdo celular, as respostas imunolodgicas e
inflamatorias e o tonus vascular, além de modular a expresséo fenotipica e as funcGes da
célula muscular lisa. Tais capacidades devem-se, em grande parte, a sintese de varios
fatores vasoativos dependentes dessa estrutura (PERSSON, 2015; PAGAN et al., 2018;
KISELEVA et al., 2018).

As células-tronco vasculares (VSCs) sdo capazes de diferenciar células
progenitoras endoteliais (EPCs) e sdo um alvo potencial para o tratamento de complicacGes
macrovasculares diabéticas. A célula progenitora vascular isolada de células de musculo
liso vascular humano sob condic¢des adequadas foi capaz de crescer em redes vasculares
(CHEUNG & SINHA, 2011).

As EPCs possuem grande apelo terapéutico, pois sdo capazes de induzir
angiogénese e neovascularizacdo em tecidos isquémicos (OKAMOTO & CAMPOS,
2004).

Segundo Aradjo et al., (2005) e Franca et al., (2011), as EPCs podem formar novos
vasos favorecendo a revascularizacdo por trés mecanismos: angiogénese — capilares que
resultariam de brotos originados de vasos ja existentes; arteriogénese — aparecimento de
vasos que estariam “adormecidos”, embora alguns acreditem na possibilidade de
neoformacédo; vasculogénese — formacdo de novos vasos ou remodelamento dos ja
existentes por EPCs ou angioblastos que migram para o local especifico, diferenciam e

proliferam em resposta a varios estimulos (ARAUJO et al., 2005; FRANCA et al., 2011).
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As EPCs séo atualmente classificadas com base nas propriedades da cultura como
células progenitoras endoteliais de inicio precoce (EOEPCs) ou celulas progenitoras
endoteliais de inicio tardio (LOEPCs). EOEPCs foram encontrados elevados em pacientes
um a dez dias apds um insulto, como acidente vascular cerebral isquémico e infarto do
miocérdio. Sua finalidade é a restauracdo da funcdo endotelial por meios paracrinos, uma
vez que carecem de efeitos vasculogénicos diretos (RICHARDS et al., 2014;
MORANCHO et al., 2013). EOEPCs tém um fendtipo hematopoiético e ndo sdo de
linhagem endotelial (MINAMI et al., 2015). Em contraste, os LOEPCs atingem o pico em
nameros aproximadamente quatro a seis semanas ap0s 0 insulto e possuem efeitos
vasculogénicos diretos juntamente com sua producéo de fatores angiogénicos (MINAMI et
al.,, 2015; SIEVEKING et al., 2008);eles compartilnam semelhangas genéticas e
fenotipicas com células endoteliais (MINAMI et al., 2015). Além disso, as EPCs séao
diferentes na aparéncia; Os EOEPCs tém um formato de fuso, enquanto os LOEPCs tém
uma aparéncia de paralelepipedo. A citometria de fluxo e as técnicas de cultura podem ser
utilizadas para identificar esses diferentes derivados de células mononucleares
(RICHARDS et al., 2014); entretanto, na pratica, a separacdo e defini¢cdo dessas linhagens
celulares ainda ndo foram integradas (MINAMI et al., 2015).

Embora o endotélio tenha indmeras funcbes, a disfuncdo endotelial é
automaticamente associada a perda da sua vasodilatacdo dependente (FERNANDES &
LAURINDO, 2010; PAGAN et al., 2018), sendo influenciada por varios fatores de risco
cardiovascular, como hipertensdo arterial sistémica, diabetes mellitus, obesidade e
tabagismo (FERNANDES & LAURINDO, 2010).

Pacientes com DM sdo propensos a aterosclerose em grandes artérias, finalmente

desenvolvendo complicagfes macrovasculares na artéria. A hiperglicemia e a aterosclerose
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prolongadas aumentam o risco de infarto do miocérdio, doenca arterial e acidente vascular
cerebral (BERNARDI et al., 2012; BECKMAN et al., 2002).

A funcdo endotelial reflete o balanco entre lesdo e reparacdo do endotélio vascular.
Essa relacdo levou ao desenvolvimento de ensaios para quantificar o descolamento das
células endoteliais maduras e de microparticulas derivadas para representar o grau de dano.
Células endoteliais circulantes (CEC), que se desprendem quando hé ativacéo ou perda de
integridade do endotélio vascular, podem ser medidas na circulagdo por citometria de fluxo
ou microscopia de fluorescéncia. Uma vez iniciado o processo de apoptose endotelial,
ocorre aumento abrupto da liberacéo de célcio pelo reticulo endoplasmético, fazendo com
que a membrana celular saia do estado repouso (RIBEIRO et al., 2012).

Dados da literatura sugerem que ha uma relagdo direta entre 0 aumento o nimero
CEC na circulacao periférica e a extensdo da lesdo endotelial em pacientes com doenga

aterosclerdtica e inflamag&o vascular (SZMITKO et al., 2003).

Diogenes Rodrigo Maronezzi de Paula



Justificativa



Justificativa 23

2 JUSTIFICATIVA

Estudos anteriores parecem indicar um efeito deletério do DM sobre células
endoteliais e musculares lisas vasculares, com implicacbes marcantes sobre o dano do DM
em vasos sanguineos. Células recentemente descritas nos grandes vasos, as células-tronco
mesenguimais vasculares (vMSC), ndo foram investigadas até o presente momento no DM.
Como estas células desempenham um importante papel de suporte para a arvore vascular e
para a integridade da matriz extracelular de vasos, alteracGes funcionais das mesmas no
contexto do DM podem ter importantes implicagdes no desenvolvimento de lesdes
vasculares e, consequentemente, o surgimento da cardiomiopatia diabética e aterosclerose.
Assim sendo, a justificativa para o presente projeto € a de que nada € conhecido sobre uma
eventual modificacdo do perfil bioldgico destas células no contexto do DM. Este trabalho,
inédito e atual, possibilitara o conhecimento da relacdo entre células-tronco mesenquimais
vasculares e 0 DM, e sugere que as mesmas possam estar envolvidas na fisiopatologia da

doenca.
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3 HIPOTESE

A hipotese central do presente trabalho é que as VMSCs apresentam-se com seu
numero e funcdo alteradas no modelo experimental de diabetes mellitus induzido por

estreptozotocina em ratos Wistar.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil biologico de células-tronco mesenquimais vasculares (vMSCs) em

ratos com  diabetes mellitus tipo | induzido por  estreptozotocina.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o perfil numérico das vMSCs em ratos diabéticos, via ensaio de CFU-F.

Estudar a atividade proliferativa mitética das vMSCs extraidas de aorta e veia cava
de ratos diabéticos.

Avaliar algumas propriedades funcionais (diferenciacdo osteogénica, adipogéncia e

angiogeénica) in vitro das vMSCs provenientes de aorta e veia cava de ratos diabéticos.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram empregados 45 ratos Wistar com idade de 20 semanas. Os animais foram
mantidos em condi¢fes controladas e estaveis em biotério (temperatura 22° C, umidade de
40-70% e ciclo claro-escuro de 12/12 horas), alojados em caixas padrdo para ratos com no
méaximo 05 animais por caixa, onde tiveram livre acesso a agua e racao.

Todos os animais foram provenientes do biotério setorial da disciplina de Fisiologia
da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, em Uberaba/MG, e receberam cuidados
humanos em conformidade com as normas e regulamentos estabelecidos pelo CONCEA.
Os protocolos experimentais foram executados ap6s aprovacio do Comité de Etica no Uso

de Animais (CEUA) da UFTM.

5.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS:

Os animais deste estudo foram divididos em trés grupos experimentais:

e Grupo Controle (n = 17) - composto por ratos controle ndo diabéticos.

e Grupo Diabético (n = 16) - composto por ratos diabéticos induzidos a partir da 20?
semana por injecdo intraperitoneal de estreptozotocina (55mg/Kg).

e Grupo Tratado (n = 12) - composto por ratos diabéticos induzidos a partir da 20?
semana por injecdo intraperitoneal de estreptozotocina (55mg/Kg) e tratado por
injecOes diarias de insulina NPH100, na dose de 8UI, por via subcutanea, por 08

semanas.
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Para a administracdo de estreptozotocina, os animais em jejum prévio de 10 a 12
horas (overnight) foram previamente anestesiados com tribromoetanol (250mg/Kg, via
intra-peritoneal) e em seguida, o agente diabetogénico foi administrado, via intra-
peritoneal, através de seringa de 500 uL em bolus. A seguir, ap0s a recuperacao anestésica,
os animais foram realojados em suas gaiolas plasticas.

O peso corporal foi avaliado em todos os animais semanalmente por 08 semanas,
bem como a glicemia, via sangue da artéria caudal e glicofita (Roche Diagnostics®). Um

jejum prévio de 06 horas foi respeitado antes da avaliacdo da glicemia por glicofita.

5.3 OBTENCAO DO MATERIAL BIOLOGICO

A eutanésia dos animais foi realizada via anestesia com tionembutal em dose supra-
anestésica (100mg/Kg, i.p.) e ap6s a pesagem dos animais em balanca. Apds a anestesia
profunda, uma toracotomia foi efetuada e aorta e veia cava inferior de cada animal foram
excisadas, efetivando-se assim a eutanasia do animal. Os vasos excisados foram divididos
ao meio. Uma metade de cada 6rgdo foi submetida a andlise histolégica, sendo a outra

metade processada imediatamente para isolamento e cultura de vMSCs in vitro.

5.4 MEDIDA DO COMPRIMENTO DA TiBIA DOS ANIMAIS
Apbs a eutanasia foi medido o comprimento da tibia dos animais para analise
proporcional do comprimento da tibia em relacdo ao peso corporal, a fim de se determinar

a perda de massa corporal dos ratos diabéticos em relacdo aos ratos do grupo controle.
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5.5 AVALIA(;AO HISTOLOGICA DOS TECIDOS VASCULARES

A metade dos vasos de todos os animais foi fixada em paraformaldeido 4% a
temperatura ambiente e foi feita a inclusdo do tecido em blocos de parafina para a
coloragéo com Picrosirius Red para qualificagdo e, em sequéncia, a quantificacdo de fibras

coldgenas das artérias e veias dos ratos, pelo uso do programa de computador Image J.

5.6 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

As amostras de vasos foram fixadas em formol 10% por 15 dias. A desidratacéo foi
realizada utilizando as concentragdes de alcool etilico 70%, 80%, 90%, absoluto I, absoluto
Il por duas horas cada. Apds esta etapa, foi realizada a diafanizacdo das amostras em Xilol
I e Il por quinze minutos cada e, posteriormente, a inclusdo em parafina.

Os blocos de parafina foram cortados em micrétomo (Leica®, Sao Paulo, SP).
Foram obtidos cortes histolégicos com 5 um de espessura. A coloracdo realizada foi
Picrosirius, por métodos convencionais.

As fibras colagenas foram evidenciadas pela técnica de coloracdo Picrosirius. As
laminas foram desparafinizadas em xilol overnight. A hidratacdo foi realizada em: alcool
absoluto 1, alcool absoluto Il e alcool 70% e, em seguida, lavagem em agua corrente. As
laminas foram imersas em solu¢do Sirius Red por 30 minutos e lavadas em agua destilada.
A contra coloragéo foi realizada com hematoxilina por 5 minutos, e para a diferenciagéo as
laminas foram colocadas em &gua por 15 minutos. Foi feita a desidratacdo (&lcool 90%,
alcool absoluto I, e &lcool absoluto 1), diafanizacdo (xilol por 15 minutos) e montagem das

laminas com Entellan® (Merk KGaA, 64271 Dannstadt, Germany).
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5.7 OBTENQAO DE IMAGENS
As imagens foram obtidas em aumento de 20x no microscopio AXIO Vert Al
(Zeiss®, Gottingen, Lower Saxony, Germany) e as figuras foram montadas com o

programa Photoshop 7.0.1®.

5.8 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DAS E vMSCs

Células de aorta e de veia cava inferior foram isoladas de ratos dos diferentes
grupos, via fragmentacdo mecanica do tecido, seguida de digestdo enzimética com
Colagenase tipo Il para os grandes vasos por 20 minutos em banho-maria a 37°C, e
centrifugacdo a 360G por 5 minutos repetindo este ciclo por 3 vezes. Células
mononucleares oriundas deste processo foram separadas de midcitos cardiacos e
vasculares, diferenciados por centrifugacdo diferencial. As células pequenas e intactas
foram ressuspendidas e os grumos de células foram removidos por filtragem (cellstranier
70um, BDBiosciences). As células foram entdo incubadas em placas de cultura multi-
poc¢os sob meio de cultura especifico composto por DMEM baixa glicose, soro bovino fetal
(SBF) a 10% e para os grandes vasos a porcentagem de SBF serd de 15%, glutamina
200mM e penicilina/estreptomicina, para o ensaio de quantificacio de unidades
formadoras de coldnias tipo fibroblastos (CFU-F) bem como para a expansao até a 52
passagem. O ensaio de CFU-F possibilita a quantificagdo das vMSCs, através da contagem
do namero de colbnias, visto que cada coldnia é formada por uma unica célula-mée
original. Em cada poco foi plaqueada a mesma quantidade de células (80 mil células por
pOGo para os grandes vasos e para cada tecido de ensaio foi realizado em duplicata para 0s

grandes vasos). O meio de cultura acima descrito foi trocado no 3° dia apds plagueamento,
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e depois novamente no 8° dia. No 13° dia de incubacdo, as células foram submetidas a
revelacdo através de coloracdo por Giemsa, diluido em metanol. Posteriormente, 0 nimero
de colénias foi contado com o auxilio de microscépio invertido de contraste de fase e
expresso em numero de CFU-f por 80.000 células plaqueadas, dos grandes vasos. Para a
expansao in vitro até a 5% passagem, a densidade de plaqueamento inicial foi de 20.000 de
células em cada poc¢o na placa de 24 wells para os grandes vasos. Ao longo das passagens
sucessivas, a taxa de proliferagcdo celular in vitro foi quantificada separadamente em uma
placa de 24 wells com uma concentragéo celular inicial de 20.000 células/ml/ cm? em cada
poco e quantificada a cada 48 horas ap0s a acdo da tripsina para soltura total de todas as

células em camara de Neubauer.

59 CITOMETRIA DE FLUXO

Apbds a quinta passagem das células-tronco mesenquimais dos vasos foram
contados 1 x 10° células/mL e pipetado 100uL da suspensdo de células em tubos de
citometria para marcacdo celular, sendo marcados 04 tubos para cada amostra celular,
portanto, um tubo branco (ndo marcado), um tubo isotipo PE + FICT, um tubo C-KIT e um
ultimo tubo denominado CD45. Cada tubo foi centrifugado a 300G por 10 minutos, ap0s
desprezar o sobrenadante, foi pipetado a cada tubo 100uL de soro de cavalo e aguardada a
incubacdo em temperatura ambiente por 10 minutos. Passado este tempo foram
ressuspendidas as células em 2 ml de PBS (solucdo tampé&o fosfato) e centrifugados a 300
G por 10 minutos. Foram desprezados os sobrenadantes e ressuspendidas as células-tronco
mesenquimais em 500uL de PBS, foram adicionados 1uL de Fc-block em cada tubo e

incubados por 20 minutos a 4°C (geladeira). Foram acrescentados no tubo Isotipo PE +
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FICT, 1pl de anticorpos FITC, no tubo C-KIT, 2ul de anticorpos de FITC c-kit e por fim
no tubo CD45, 2ul de anticorpos PE CD45. Foram deixados todos os tubos, inclusive o
branco ao abrigo da luz por 90 minutos a 4°C (geladeira). Os tubos foram lavados 3x com
PBS, atendendo ao fato de que, cada etapa consistiu em ressuspender as células
centrifugadas no fundo do tubo em 500l de PBS e submeter a centrifugacdo a 300G por
10 minutos. A Ultima lavagem consistiu na ressuspensdo das células em 500ul de PBS ou
em 500l de PBS acrescido de PFA 2% v/v caso ndo fosse realizada a leitura no citbmetro

de fluxo no mesmo dia.

5.10 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE DIFERENCIACAO DAS vMSCs

As VMSCs em cultura na 5% passagem foram estimuladas, mediante protocolo
especifico, a se diferenciarem em osteoblastos, adipocitos e em células endoteliais. O
protocolo de diferenciacdo baseou-se em Neuhuber e seus colaboradores (NEUHUBER et

al., 2008).

5.11 PROTOCOLO DE DIFERENCIAQAO OSTEOGENICA

Para a inducgéo de diferenciagcdo osteogénica, as VMSCs em P5 foram plaqueadas
em placas de cultura contendo 06 wells, numa densidade de 6.000 cels/ ml/ cm?. Dois dias
apos o plagueamento, o meio de cultura foi substituido por meio de inducdo osteogénico,
constituido por DMEM acrescido de 15% FBS, 1% penicilina/estreptomicina, 100nM
dexametasona, 50uM ascorbato-2-fosfato e 10mM de glicerol-fosfato. O meio de indugéo
osteogénica foi substituido a cada 3-4 dias e, no 18° dia, foi feita a analise da diferenciacéo,

via fixacdo das células na placa através da utilizagdo de paraformaldeido 4% (20 minutos),
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seguido pela aplicacdo do corante Alizarin-Red (SIGMA), o qual cora a matriz 6ssea em
vermelho, por 5-10 minutos e analise microscapica.

A anélise da capacidade de diferenciacdo in vitro das vMSCs, arteriais e venosas,
tanto dos animais diabéticos tratados ou ndo, quanto dos controles foi analisada qualitativa
e quantitativamente através da medida da area relativa (em percentual) ocupada pela
coloracdo especifica em relacdo a &rea total do campo microscopico estudado, apés a

inducdo da diferenciagédo osteogeénica.

5.12 PROTOCOLO DE DIFERENCIACAO ADIPOGENICA

Para a inducdo de diferenciacdo adipogénica, as vVMSCs em P5 foram plaqueadas
em placas de cultura contendo 06 wells, numa densidade de 20.000 cels/ml/cm? e
cultivadas até proximo da confluéncia de 100%, quando o meio de cultura foi substituido
por meio de inducdo adipogénico, constituido por DMEM acrescido de 15% FBS, 1%
penicilina/estreptomicina, 1uM dexametasona, 0,5mM isobutil-metil-xantina, 10pg/mL
insulina e 100uM indometacina. Apo6s 03 dias, o meio de indugdo adipogénica foi
substituido por meio de manutencdo adipogénica, constituido por DMEM acrescido de
15% FBS, 1% penicilina/estreptomicina e 10pug/mL insulina. Apds 24 horas, o meio de
inducdo adipogénica foi novamente substituido por meio de inducdo adipogénico por 03
dias, quando foram substituidas por meio de manutengdo adipogénica por novas 24 horas.
Completando-se 03 ciclos de troca de meios de inducdo e manutencdo, as células
permaneceram 05 dias com o meio de manutencdo, quando foi realizada a anélise da
diferenciacdo. Essa analise da diferenciacdo consistiu de remocdo do meio de indugédo

adipogénica, fixacdo das células na placa através da utilizagdo de paraformaldeido 4% (60
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minutos), aplicacdo do corante Oil-Red, o qual cora lipidios em vermelho, por 5-10
minutos e analise microscapica.

A semelhanca da diferenciacio osteogénica, a analise da capacidade de
diferenciagdo adipogénica in vitro das vMSCs, arteriais e venosas, tanto dos animais
diabéticos tratados ou ndo, quanto dos controles foi analisada qualitativa e
quantitativamente através da medida da &rea relativa (em percentual) ocupada pela
coloracdo especifica pelo Oil-Red em relacdo a area total do campo microscopico

estudado, apds a inducdo da diferenciacdo adipogénica.

5.13 PROTOCOLO DA DIFERENCIACAO ENDOTELIAL “LIKE”

As CTM isoladas ap0s a quinta passagem foram plagueadas em placas de 24 wells
para a aderéncia celular, na concentragdo de 20.000 cels/ml/cm?. Apos a adesdo celular, foi
retirado totalmente o meio de cultura e adicionado meio de crescimento endotelial EGM-2
(EGM™-2® Endothelial Cell Growth Medium, Lonza, Walkersville, EUA) suplementado
com 2% de SBF, VEGF, hFGF-B, R-IGF-1, hEGF, heparina, acido ascorbico, GA-1000 e
glutamina penicilina-estreptomicina 100x. As células foram cultivadas pelo periodo de
duas semanas em temperatura de 37°C em atmosfera umida com 5% de CO,, com troca
total do meio EGM-2 a cada trés dias. As modificacGes de forma e organizacdo celulares
foram observadas em microscopio invertido a cada 48 horas. Passado este periodo, as
células foram submetidas a marcacéo de imuno-histoquimica usando (5-Bromo-4-Cloro-3-
Indolil Fosfato/NitroBlue Tetrazolium) Sistema de Substrato Liquido BCIP / NBT (Sigma
Aldrich,EUA), com um volume de 1 ml por pogo por 10 minutos, a temperatura ambiente e

contrastada com corante Eosina. Com este método, um substrato é convertido pela
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fosfatase alcalina presente nas células endoteliais produzindo assim uma mancha azul
escura. Usando um microscopio invertido (Axio Observer Z1, Carl Zeiss, Alemanha), vinte
campos aleatérios foram adquiridos por fotos e a analise foi realizada através da
porcentagem de diferenciagdo das células-tronco mesenquimais derivadas da artéria aorta e
veia cava inferior em células endoteliais e posteriormente comparadas entre 0s trés grupos

do estudo.

5.14 ANALISE ESTATISTICA

Todos os parametros avaliados foram expressos como médiatepm e comparados
entre si empregando-se ANOVA “one-way” seguido do teste de Tukey ou ANOVA de
Krukall-Wallis seguido do teste de Dunn quando apropriados. Um valor de probabilidade
menor que 0,05 foi utilizado para expressar a significancia das comparacGes. Todos 0s
testes estatisticos foram realizados empregando-se o software Sigmastat 2.0.3 (Jandel

Scientific Corp., San Rafael, CA, USA).
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6 RESULTADOS

6.1 CARACTERIZAQAO DO DIABETES MELITUS EXPERIMENTAL

Ao final de 08 semanas de inducdo do DM, todos os animais diabéticos
apresentaram-se com intensa hiperglicemia, conforme mostrado na figura 1A. Este estado
hiperglicémico foi acompanhado de intenso consumo de &gua de beber e grande polidria
didria (ndo quantificada), associado ao menor peso corporal ao final das 08 semanas
(Figura 1B). O tratamento com insulina NPH100, 8UI diarias ao longo das Ultimas 07
semanas de observacéo foi capaz de praticamente normalizar a glicemia e a perda de peso
corporal (Figuras 1A e 1B).
Figura 1. Valores médios (xerro padrdo) da glicemia (A) e do peso corporal (B) dos

animais dos trés grupos experimentais ao longo das 8 semanas de seguimento (*
p<0,01 versus grupo controle; # p<0,01 versus grupo diabético).
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6.2 CARACTERIZACAO FENOTIPICA DAS CELULAS TRONCO

MESENQUIMAIS VASCULARES (vMSCS)

6.2.1. QUANTIFICACAO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS
SEMELHANTES A FIBROBLASTOS (CFU-F)

A figura 2 mostra os valores médios de CFU-Fs obtidas de células mononucleares
vasculares arteriais (Figura 2A) e venosas (Figura 2B) cultivadas dos animais dos trés
grupos experimentais. N&o foram observadas diferencas significativas entre os trés grupos

experimentais.
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Figura 2. Valores médios (+erro padrao) da contagem numérica de CFU-Fs extraidas
da aorta (A) e da veia cava inferior (B) dos animais dos trés grupos experimentais ao
final das 8 semanas de seguimento.
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6.2.2 EXPRESSAO DOS MARCADORES DE SUPERFICIE C-KIT E CD45

Os marcadores de superficie c-Kit e CD45 foram avaliados nas VMSCs arteriais e
venosas em todos os grupos experimentais. Como pode ser verificado na figura 3, a
expressdo destes dois marcadores, como esperado, foi baixissima em ambas as VMSCs

arteriais e venosas nos trés grupos experimentais.

Figura 3. Graficos de citometria de células mostrando a distribuicdo de vMSCs
arteriais marcadas com ckit (painéis A e B) e com CD45 (painéis C e D) de um animal
do grupo controle, bem como de vMSCs arteriais marcadas com ckit (painéis E e F) e
com CD45 (painéis G e H) de um animal do grupo diabético.

Diogenes Rodrigo Maronezzi de Paula



Resultados

(A) (B)

- 04 03 21-Controle oGt 2 : 04 03 21-Controle c-Kit 2
g : g8
z 27 13,2%

E—a: .

&3
3 =
e Q3 F3
-I Illlfq2 T IlI'IIlfa T ||||1lq?_|‘1'l'l'll'qs_l_
10 wFlTC—A [} 11}

(@) (D)

04 03 21-Controle CD45 2

_—
g F 7,8%
= - -
o
its
18 TES |
£ S T3 Pz
o .
2
0 100 150 200 2% -IIIIII| [ III* I lIlIIlq I IIIIII| 1
S804 102 109 10* 108
e 1,000) PE-A
(E) (F)
_ 04 03 21-Diabetico c-Kit 04 03 21-Diabetico cKit
.§_§' ' ' 6,9%
4 3 2
§_: .
3¢
23 P3
21"
IIII:"IJ'|Irl“lJIII'|I'Iﬂ;I'II2‘:I'JII1|m[] 1] N
IR ) IIIIIIII 1 lIllII‘ 1
S8C-A 5
¢ 1,000) n* 0
FITC-A
(G) (H)
04 l?3 21-Diabetico CO45 04 03 21-Diabetico CD45
g B 15,0%
&

|||||.||1.||-r.|||]|||r|||||||
50 100 150 200 250
88C-A 1,000)

Diogenes Rodrigo Maronezzi de Paula



Resultados 44

6.2.3 TAXA DE PROLIFERAC;AO CELULAR

A figura 4 mostra, nos trés grupos experimentais, a taxa de proliferagcdo celular
avaliada em cultura in vitro das vMSCs arteriais (Figura 4A) e venosas (Figura 4B). N&o
houve diferenca estatisticamente significativa nas taxas de proliferacdo dos dois tipos

celulares nos trés grupos experimentais.

Figura 4. Valores médios (xerro padrdo) da taxa de proliferacdo celular em namero
de células/cm? extraidas da aorta (A) e da veia cava inferior (B) dos animais dos trés
grupos experimentais ao longo das 8 semanas de seguimento (* p<0,05 versus grupo
controle).
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6.3 CAPACIDADE DE DIFERENCIACAO DAS vMSCS ARTERIAIS E VENOSAS

6.3.1 DIFERENCIACAO OSTEOGENICA

Na figura 5, a intensidade de coloracdo observada ap0s a inducdo de diferenciacéo
das VMSCs em osteoblastos dos animais controle e diabéticos tratados, foi maior que
aquela observada em animais diabéticos ndo tratados. A representacdo gréfica da
porcentagem de diferenciacdo osteogénica em todos os grupos pode ser observada na

figura 5D e 5H.
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Figura 5. Fotomicrografias de luz de diferenciacio osteogénica de MSCs derivadas de
aorta de ratos controle (A), diabético (B) e diabético tratado (C). (D): Valores médios
(xerro padréo) da area de diferenciacdo osteogénica de MSCs extraidas de aorta dos
animais dos trés grupos experimentais (* p<0,05 versus grupo controle).
Fotomicrografias de luz de diferenciacéo osteogénica de MSCs derivadas de veia cava
inferior de ratos controle (E), diabético (F) e diabético tratado (G). (H): Valores
medios (xerro padrdo) da area de diferenciacdo osteogénica de MSCs extraidas de
veia cava inferior dos animais dos trés grupos experimentais (* p<0,05 versus grupo
controle).
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6.3.2 DIFERENCIACAO ADIPOGENICA

Na figura 6, a intensidade de coloracdo observada apés a inducdo de diferenciagédo
das vVMSCs em adipdcitos dos animais controle e diabéticos tratados, foi maior que aquela
observada em animais diabéticos ndo tratados. A representacdo gréfica da porcentagem de

diferenciacéo adipogénica em todos 0s grupos pode ser observada na figura 6D e 6H.

Figura 6. Fotomicrografias de luz de diferenciacdo adipogénica de MSCs derivadas
de aorta de ratos controle (A), diabético (B) e diabético tratado (C). (D): Valores
médios (xerro padrdo) da area de diferenciacdo adipogénica de MSCs extraidas de
aorta dos animais dos trés grupos experimentais (* p<0,05 versus grupo controle).
Fotomicrografias de luz de diferenciacdo adipogénica de MSCs derivadas de veia
cava inferior de ratos controle (E), diabético (F) e diabético tratado (G). (H): Valores
médios (xerro padrdo) da area de diferenciacdo adipogénica de MSCs extraidas de
veia cava inferior dos animais dos trés grupos experimentais (* p<0,05 versus grupo
controle).
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6.3.3 DIFERENCIACAO ENDOTELIAL “LIKE”

A figura 7 mostra imagens de marcacdo endotelial com BCIP/NTB para fosfatase
alcalina expressa por células endoteliais derivadas da diferenciagdo de vMSCs arteriais nos
trés diferentes grupos experimetais. Note a menor marcacéo nas células diferenciadas do
grupo diabético ndo tratado em relagdo ao grupo controle. A figura 7D mostra os valores

percentuais de marcacdo em azul em relacdo a area total do campo microscépico.

Figura 7. Fotomicrografias de luz de diferenciacdo endotelial de MSCs derivadas de
aorta de ratos controle (A), diabético (B) e diabético tratado (C). (D): Valores médios
(xerro padréo) do namero de células diferenciadas marcadas com NBT/BCPI sobre o
total de MSCs extraidas de aorta dos animais dos trés grupos experimentais (* p<0,05
versus grupo controle, # p< 0,05 versus grupo diabético).
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6.4 AVALIACAO HISTOLOGICA DA FIBROSE VASCULAR

Ap0s coloragdo especifica para colageno com Picrosirius Red, pode-se observar um
aumento na expressdo de coldgeno nas camadas sub-endotelial, média e adventicia da
parede vascular da aorta e da veia cava inferior, indicativo de fibrose vascular, nos animais
dibéticos ndo tratados em comparagdo aos controles (Figura 8). O tratamento com insulina

preveniu a fibrose vascular.

Figura 8. Fotomicrografias de luz de fibrose marcada com Picrosirius Red, da parede
vascular da aorta de ratos controle (A), diabético (B) e diabético tratado (C). (D):
Valores médios (xerro padréo) da area de fibrose (% do campo) da aorta dos animais
dos trés grupos experimentais (* p<0,05 versus grupo controle). Fotomicrografias de
luz de fibrose marcada com Picrosirius Red, da parede vascular da veia cava inferior
de ratos controle (E), diabético (F) e diabético tratado (G). (H): Valores médios
(xerro padréo) da &rea de fibrose (% do campo) da veia cava inferior dos animais dos
trés grupos experimentais (* p<0,05 versus grupo controle).
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7 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho sdo os primeiros na literatura a
caracterizar as células-tronco mesenquimais vasculares (vMSCs) em ratos com diabetes
mellitus experimental. Ainda que, numericamente ndo foram observadas diferengas
significativas na contagem de vMSCs, os resultados do presente estudo mostraram
diferencas marcantes na capacidade de diferenciacdo osteogénica, adipogénica e endotelial
das vMSCs, particularmente da parede arterial da aorta. Tais achados podem sugerir que
essas VMSCs da parede vascular podem estar implicadas como um novo participante
potencial na fisiopatologia da macroangiopatia associada ao diabetes mellitus.

Os dados de glicemia e peso corporal, além da intensa polilria observada,
demonstraram que os animais do grupo diabético estavam em franco processo de diabetes
descompensado. E a quase completa recuperacdo ponderal e glicémica nos animais
diabéticos tratados com insulina, confirmam a natureza insulino-dependente do diabetes
mellitus experimental induzido pela estreptozotocina em ratos, estando 0 nosso modelo de
acordo com os incontaveis trabalhos ja publicados com este modelo classico de diabetes
mellitus tipo 1 (FURMAN, 2021).

Dados histoldgicos de coloragdo com o Picrosirius Red da parede vascular adrtica e
da veia cava inferior, mostraram um aumento significativo da deposi¢do de colageno ao
longo de todas as camadas das paredes vasculares, indicando que apds 08 semanas de
diabetes mellitus intenso, alteracbes vasculares indicativas de macroangiopatia diabética,
como a fibrose vascular, ja estavam presentes, o que também vai ao encontro de outros
trabalhos prévios, que demonstram fibrose vascular aumentada em vasos de animais

diabéticos (RAAZ et al., 2015, ZHANG et al., 2020) e também em vasos de seres humanos
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diabéticos (TULETA & FRANGOGIANNIS, 2021). Tais alteracBes histologicas, como
esperado, ndo estavam presentes em ratos diabéticos tratados com insulina, confirmando
que o tratamento com insulina, na dose administrada, foi suficiente para evitar as
alteracdes decorrente do diabetes mellitus. No presente estudo, encontramos um percentual
de fibrose vascular significativamente aumentado nos animais diabéticos ndo tratados.
Como os fibroblastos responsaveis pela secrecdo de colageno e pela fibrose sdo originarios
da diferenciacdo de MSCs teciduais (DULAUROY et al., 2012, ROCKEY et al., 2015),
um desvio de diferenciacdo das vMSCs em direcdo aos fibroblastos pode ser especulado.
Dados obtidos de celulas-tronco mesenquimais de outras fontes, principalmente da medula
Ossea, mostraram que a diferenciacdo em fibroblastos e o consequente aumento da
secrecao de coldgeno, ocorre quando as MSCs sdo estimuladas em um microambiente rico
em citocinas pré-inflamatdrias e pro-fibroticas como o TGF-Beta, espécies reativas de
oxigénio e baixos niveis de Oxido nitrico (KRSTIC et al., 2018, TAKI et al., 2020).
Curiosamente, alteragbes moleculares semelhantes foram descritas em diferentes
microambientes teciduais, incluindo vasos sanguineos, de animais diabéticos e até mesmo
em pacientes diabéticos (ROBERTS & PORTER, 2013, ZEADIN et al., 2013). Assim, é
possivel que fatores moleculares presentes no microambiente tecidual de individuos
diabéticos possam induzir a diferenciacdo de vMSCs em fibroblastos e posteriormente em
miofibroblastos, o que levaria entdo ao desenvolvimento de fibrose vascular, que
contribuiria, entdo, para o desenvolvimento da macroangiopatia associada ao diabetes
mellitus. No entanto, mais experimentos sdo necessarios para testar essa hipotese. Dados
de nosso laboratério mostraram alteragdes funcionais na diferenciagdo de células-tronco
mesenquimais cardiacas (DE PAULA et al., 2017) em ratos diabéticos, o que reforca

nossos achados no presente estudo. Além disso, dados obtidos em camundongos idosos
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com resisténcia a insulina (CIESLIK et al., 2011) também mostram uma forte associa¢cdo
entre MSCs teciduais e a maior fibrose tecidual, sugerindo que, de fato, alteragdes no
microambiente, em diferentes situacdes fisiopatoldgicas, podem induzir a diferenciacéo de
MSCs para o fenotipo de fibroblasto. No entanto, pesquisas futuras precisam ser realizadas
para melhor elucidar a existéncia de um direcionamento da diferenciacdo de vMSCs para
fibroblastos no diabetes mellitus.

Em relacdo as células-tronco mesenquimais vasculares, descritas pela primeira vez
nos vasos por Meirelles et al. (2006), a expressao fenotipica de superficie avaliada por
citometria de fluxo em niveis muito baixos dos biomarcadores c-kit e CD45, confirmam o
fendtipo ndo hematopoiético destas células, o que é esperado para este tipo de célula-
tronco (MEIRELLES et al., 2008). Em adi¢éo, ndo foi observada alteracdo significativa no
namero dessas VMSCs, quantificado pelo ensaio CFU-F, nas paredes vasculares adrtica e
da veia cava inferior de animais diabéticos ndo tratados. 1sso sugere que 08 semanas de
diabetes mellitus intenso ndo foi capaz de modificar a taxa de proliferacdo ou de morte
celular das vMSCs na parede vascular dos animais diabéticos. De fato, os ensaios de
proliferagdo celular in vitro realizados no presente estudo ndo mostraram diferengas na
taxa de proliferagdo celular nos trés diferentes grupos experimentais € nem nos dois tipos
de vMSCs (da aorta e da veia cava inferior).

As células-tronco mesenquimais vasculares, presentes em todas as camadas da
parede vascular, principalmente na camada sub-endotelial e na adventicia (CIAVARELLA
et al., 2022) sdo clonogénicas e possuem capacidade de diferenciacdo em diversas
linhagens celulares, principalmente mesodérmicas, como osteoblastos, condrdcitos,
adipocitos, células endoteliais e fibroblastos/miofibroblastos (CIAVARELLA et al., 2022).

A capacidade das vMSCs de se diferenciar em osteoblastos, adipocitos e células
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endoteliais foi significativamente reduzida nos ratos diabéticos ndo tratados com insulina,
em comparagdo com ratos controles e com ratos diabéticos tratados com insulina.

Um particular achado deve ser aqui destacado, que € a reduzida capacidade de
diferenciacio das vMSCs em células similares a endotélio. E ha muito conhecido a intensa
disfungdo endotelial presente no diabetes mellitus (DE VRIESE et al., 2000, SHI &
VANHOUTTE, 2017). Tal disfuncéo, inclusive, tem profundas implicacdes na patogénese
da aterosclerose acelerada observada em diabéticos (NAKAGAMI et al., 2005, LA SALA
et al., 2019). A reduzida capacidade de diferenciacdo de vMSCs em células endoteliais
poderia, de alguma forma, contribuir para a manutencdo da disfuncdo endotelial, tendo em
vista que uma eventual reposicéo de células endoteliais doentes por células novas oriundas
de diferenciacdo local de vMSCs estaria prejudicada. Porém, tal hipdtese necessita de mais
investigacao para atestar sua veracidade.

As razdes pelas quais VMSCs de ratos diabéticos apresentam déficits de
diferenciacdo osteogénica, adipogénica e endotelial ndo sdo conhecidas e ndo foram
estudadas no presente trabalho. No entanto, a titulo de especulacdo, esse déficit pode ser
decorrente de alteracBes metabodlicas, sabidamente presentes nos animais diabéticos,
decorrentes do estado hiperglicémico intenso e prolongado (08 semanas) que gera um
microambiente agressivo caracterizado por alto teor de estresse oxidativo, estimulos pro-
apoptoticos, pro-senescentes e pro-inflamatorios, etc., todos ja demonstrados estarem

presentes no diabetes mellitus (ROBERTS & PORTER, 2013, ZEADIN et al., 2013).
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8 CONCLUSAO

Em conclusdo, a capacidade de diferenciacdo das vMSCs da parede de grandes
vasos em osteoblastos, adipdcitos e células similares a endotélio foi significativamente
reduzida em ratos com diabetes mellitus experimental induzido por estreptozotocina, e a
deposicdo de coldgeno nos ratos diabéticos foi aumentada. Tais alteracbes podem estar

implicadas na fisiopatologia da macroangiopatia associada ao diabetes mellitus.
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