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A todos os animais que no mundo inteiro têm suas vidas sacrificadas em prol 

da pesquisa. Que num futuro não tão distante, o desenvolvimento de novas 

tecnologias possa evitar que seres vivos sejam sacrificados em nome da 

ciência.    
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“A imaginação é mais importante do que o conhecimento.” 

Albert Einstein 
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RESUMO 

A hiperglicemia é uma característica do diabetes mellitus responsável 

por complicações micro e macrovasculares, que são a principal causa de 

morbidade/mortalidade em pacientes diabéticos, representando um problema 

clínico e econômico. Diante de um quadro de hiperglicemia, o aumento na 

produção de espécies reativas de oxigênio aumenta a atividade de rotas 

metabólicas que causam dano vascular. 

Células-tronco mesenquimais (MSCs) são células multipotentes que têm 

sido vistas como uma atraente ferramenta para o estudo de terapia celular em 

diversas doenças como diabetes mellitus tipo 1. Devido à origem perivascular 

das MSCs, elas podem ser alvos da hiperglicemia, levando a um aumento do 

estresse oxidativo. O objetivo deste estudo foi avaliar e comparar alterações 

ultra-estruturais e parâmetros de estresse oxidativo de MSCs derivadas de 

pâncreas e rim de camundongos NOD diabéticos, NOD não diabéticos, e 

BALB/c. 

Nossos resultados mostram um aumento do estresse oxidativo causado 

pela hiperglicemia em MSCs de camundongos NOD diabéticos. Estas células 

mostraram uma mudança expressiva na morfologia ultraestrutural das 

mitocôndrias, aumento na produção de espécies reativas, desequilíbrio da 

atividade de enzimas antioxidantes e dano oxidativo em proteínas em 

comparação com os controles não diabéticos, NOD e BALB/c. 
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ABSTRACT 

Hyperglycemia is a characteristic of diabetes mellitus responsible for 

micro- and macro- vascular complications which are the main cause of 

morbidity/mortality in diabetic patients representing a clinical and economic 

issue. Under hyperglycemic conditions the increase in reactive oxygen species 

production activates four main pathways that cause vascular damage. 

Mesenchymal stem cells (MSCs) are multipotent cells which have been 

seen as attractive tools in cell therapy for many diseases such as diabetes 

mellitus type 1. Due to the perivascular origin of MSCs they can be affected by 

hyperglycemia which increases oxidative stress. Our aim in this study was 

evaluate and compare ultrastructural changes and oxidative stress parameters 

on MSCs derived from pancreas and kidney of diabetic NOD mice, nondiabetic 

NOD mice and BALB/c mice. 

Our results show an increase of oxidative stress caused by 

hyperglycemia in MSCs from diabetic NOD mice (NOD+). These NOD+MSCs 

showed an expressive change in ultrastructural morphology of mitochondria, an 

increase in reactive species content, imbalance of antioxidant enzymes activity 

and an oxidative damage in proteins compared to no diabetic controls NOD- 

and BALB/c. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. DIABETES MELLITUS TIPO 1 

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

específica caracterizada pela destruição seletiva de células β produtoras de 

insulina nas ilhotas pancreáticas (Liu e Eisenbarth, 2002). Dos casos de DM, 

apenas de 5 a 10% são do tipo 1, previamente designada de DM insulino 

dependente, DM tipo 1 ou DM juvenil (RECDCDM, 2003). Considerada uma 

das doenças crônicas mais comuns entre crianças e adultos jovens, o DM1 

pode se desenvolver em qualquer faixa etária, sendo mais freqüente antes dos 

20 anos de idade. Acomete cerca de 0,3% da população caucasiana, com pico 

de início da doença entre os 11 e 12 anos de idade. A instalação clínica é 

geralmente abrupta e com quadro clínico de cetoacidose devido à falta 

absoluta de insulina (Liu e Eisenbarth, 2002; Milech e Oliveira, 2004).   

 O DM1 se caracteriza por ser uma doença multifatorial dependente da 

complexa interação entre fatores genéticos predisponentes, resposta 

imunológica, e influência do meio-ambiente na ativação de mecanismos 

predominantemente celulares anti-células β produtoras de insulina (Milech e 

Oliveira, 2004; Devendra et al., 2004). Dessa forma, viroses e exposição a 

substâncias químicas poderiam desencadear um processo autoimune em 

indivíduos com susceptibilidade genética à doença (RECDCDM, 2003).  O 

entendimento dos aspectos envolvidos no desenvolvimento desta patologia 

constitui a base para a detecção e prevenção do DM1. Ao contrário do que se 

admitia previamente, a evolução da doença não é aguda e sim um processo de 

auto-agressão lenta que provavelmente ocorre durante anos numa fase pré-

clínica. Estima-se que no período de manifestação clínica da doença, na 

presença de hiperglicemia e cetose, apenas 10-20% das células secretoras de 

insulina ainda estejam funcionando (Knip e Siljander, 2008).   

 A presença de infiltrado inflamatório do tipo linfomononuclear, 

configurando insulite, e a ausência de células β viáveis caracterizam o quadro 

histológico do DM1. As células secretoras de outros hormônios, como 
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glucagon, somatostatina e polipeptídeo pancreático, também presentes nas 

ilhotas pancreáticas, são poupadas. Entretanto, o predomínio numérico das 

células que secretam insulina termina por gerar atrofia das ilhotas (Balda e 

Pacheco, 1999).   

A história natural do DM1 inclui quatro estágios distintos: (I) préclínico: 

auto-imunidade dirigida contra as células ß, com uma diminuição lenta e 

progressiva da resposta insulínica à glicose intravenosa ou oral; (II) início do 

diabetes clínico; (III) remissão transitória; (IV) diabetes estabelecido associado 

a complicações agudas e crônicas (Rewerse Klingensmith, 1997). O estágio 

pré-clínico é caracterizado pela presença de auto-anticorpos contra 

constituintes da célula ß pancreática, que participam da sua autodestruição.  

 Uma ampla variedade de marcadores como os anticorpos anti células 

das ilhotas (ICAs), anti-insulina (IAAs), anti-ácido glutâmico descarboxilase 

(GAD-65) e anti-tirosinas fosfatases IA-2 e 2B, estão relacionados com o 

desenvolvimento do DM1 (Koczawara et al, 2003). Geralmente, pelo menos um 

entre estes marcadores está presente em 85-90% dos indivíduos com 

hiperglicemia de jejum, observada no início da doença (RECDCDM, 2003). 

Tem-se discutido se existe algum autoantígeno responsável por iniciar o 

processo de autoimunidade do DM1. Algumas hipóteses têm sido propostas, 

como a de que a pro-insulina ou a insulina seriam autoantígenos primários para 

o surgimento do DM1. Esta hipótese, por exemplo, se baseia em observações 

como a presença primária dos autoanticorpos IAAs em crianças durante a fase 

pré-clínica (Kimpimäkiet al, 2001). Contudo, ainda não existe um consenso se 

algum dos autoantígenos presentes no DM1 seria o responsável por 

desencadear o processo de autoimunidade (Knip e Siljander, 2008).  

Embora o efeito patogênico destes auto-anticorpos ainda não esteja bem 

caracterizado, a sua detecção possibilita rastrear indivíduos com risco elevado 

para o desenvolvimento da doença (Cesarini et al, 2003).  Além da descrição 

dos autoanticorpos contra as ilhotas pancreáticas, outros fatores também 

reforçam o papel da auto-imunidade na fisiopatologia do DM1, como: a 

presença de células T na insulite, o retardo da progressão da doença através 

do uso de drogas imunossupressoras contra células T e a presença de células 

T ativadas em pacientes com DM1 (Roep, 2003).   
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Doenças auto-imunes como o DM1 envolvem a interação de diferentes 

subpopulações de linfócitos e células apresentadoras de antígenos. Entre estas 

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

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

desempenham importante papel na geração e propagação da resposta 

autoimune (Sesterheim et al, 2007).   

 Em modelos animais, os camundongos NOD (do inglês, No Obese 

Diabetic) são os mais utilizados para o estudo da doença espontânea em todo 

o mundo. Nestes animais, a destruição das células produtoras de insulina 

mimetiza a observada em humanos (Delovitch e Singh, 1997; Rosmalen et al., 

2002). Assim, análises imuno-histoquímicas de tecido pancreático revelam que 

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

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

Fernandeset al, 2005). A apresentação de auto-antígenos específicos das 

células ß pancreáticas pelos macrófagos e/ou células dendríticas para os 

linfócitos T CD4+, em associação com as moléculas de histocompatibilidade de 

classe II, constitui-se como o primeiro evento no processo de autoimunidade 

visto no DM1 (Fernandeset al, 2005).  

 Ativados, os macrófagos secretam citocinas que induzem a migração 

celular e estimulam vários tipos celulares a secretarem espécies reativas, 

extremamente tóxicas às células ß pancreáticas. Durante o processo de 

insulite, que parece ocorrer com maior intensidade em ilhotas onde existam 

células ß metabolicamente ativas, os linfócitos citotóxicos TCD8+ são as 

células predominantes.  Tais linfócitos, após reconhecimento do auto-antígenos 

pancreáticos ligados à molécula HLA de classe I, efetuam a destruição das 

células ß por citólise através da liberação de perforinas e granzimas, e também 

por indução de apoptose. Dessa maneira, macrófagos, linfócitos T CD4+ e 

linfócitos TCD8+ atuam sinergicamente na destruição das células ß 

pancreáticas (Fernandeset al, 2005; Kulmala et al, 2000). O linfócito T CD4+ 

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

a diferenciação de linfócitos T e de outras células, incluindo linfócitos B e 

macrófagos. A liberação de citocinas pró-inflamatórias como o fator de necrose 

tumoral a (TNF-ɑ), interferon-gama (IFN- γ) e interleucina-1ß (IL-1ß) por células 
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apresentadoras de antígeno e células T favorece a iniciação e a perpetuação 

da resposta inflamatória e auto-imune no DM1 (Matarese et al, 2002).  

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

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

fatores genéticos são importantes no seu estabelecimento. Risco aumentado é 

observado em parentes de primeiro grau de uma pessoa afetada pela doença.  

Porém, 85% de casos novos não contemplam tal linhagem familiar (Kulmala, 

2003). Os genes considerados como sendo os mais importantes para a 

susceptibilidade ao DM1 estão localizados no cromossomo 6 no locus do HLA 

de classe II (Todd et al, 2007). Entretanto, apenas uma proporção 

relativamente pequena, cerca de 10% dos indivíduos com susceptibilidade ao 

diabetes por mutações nos genes HLA, manifestam clinicamente a doença 

(Knip e Siljander, 2008). Além disso, a taxa de concordância para o 

desenvolvimento do DM1 em gêmeos monozigóticos não é de 100%, o que nos 

leva a crer que o ambiente proporciona fatores de risco (Hyttinen et al, 2003). 

Evidências a partir de estudos com modelos animais de DM1, como os 

camundongos NOD sugerem que agentes infecciosos podem ser importantes 

moduladores da doença (Tracy et al, 2010; Zaccone et al, 2004). 

 Quanto aos determinantes ambientais, os mais estudados no DM1 

podem ser classificados em 3 grupos: infecções virais (citomegalovírose, 

rubéola, caxumba, sarampo), dieta precoce na infância (amamentação versus 

introdução precoce de ingredientes do leite de vaca, cereais e glúten) e toxinas 

(por exemplo, derivados de N-nitroso). Outros fatores não-genéticos 

modificadores da doença incluem estresse emocional, influências climáticas, 

sazonalidade, agentes sanitários e acesso aos cuidados de saúde (Rewers e 

Klingensmith, 1997; Devendra et al, 2004; Atkinson e Eisenbarth, 2001). De 

acordo com Atkinson e Eisenbarth, os agentes ambientais agem como 

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

(Atkinson e Eisenbarth, 2001). A liberação local de citocinas pró-inflamatórias 

decorrentes de infecção viral constitui fator central na perda da tolerância aos 

auto-antígenos e na ativação de linfócitos autorreativos. A associação entre os 

processos de inflamação e auto-imunidade tem sido extensamente ligada à 

ação de citocinas pró-inflamatórias liberadas no local da lesão. Em adição, tais 

citocinas são capazes de recrutar e ativar células apresentadoras de antígenos 
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e linfócitos T autorreativos, o que perpetua o processo de autoimunidade nas 

ilhotas (Obayashi et al, 2000).  

 O evento imunológico inicial no desenvolvimento da doença, decorrente 

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

células ß produtoras de insulina. A secreção dessa citocina está associada à 

hiper-expressão das moléculas HLA de classe I e de classe II na superfície de 

células ß. A partir desses eventos, a apresentação de auto antígenos pelas 

células ß pancreáticas aos linfócitos T auto-reativos pode ocorrer, dando início 

à cascata de processos inflamatórios, que culminam na insulite (Obayashi et al, 

2000).  

Para tanto, modelos biológicos espontâneos de DM1 são ferramentas 

importantíssimas na obtenção do esclarecimento sobre a doença, suas 

complicações e tratamentos. Dois excelentes modelos animais se destacam: 

ratos BB (Bio-breeding) e camundongos NOD (Non Obese Diabetic). A 

suscetibilidade destes animais ao DM1 é poligênica e ambiental, enfatizando 

condições de habitação, sanitárias, dietéticas e de gênero (Rosmalen et al, 

2002). A penetrância desta suscetibilidade é fortemente influenciada pelo 

ambiente físico, particularmente à exposição a patógenos microbianos. Assim, 

estes animais precisam ser alocados em condições livre de patógenos (SPF – 

specific pathogen- free) para expressar o fenótipo do diabetes. A 

disponibilidade destes modelos animais permite estudar novas estratégias de 

tratamento para o DM1. 

Os atuais tratamentos para o DM1 visam repor a função endócrina que 

foi perdida. Estes tratamentos podem ser divididos em tratamentos 

convencionais e tratamentos experimentais. Dentre os tratamentos 

convencionais temos a insulinoterapia e o transplante de pâncreas e, como 

tratamento experimental, temos a terapia celular que pode ter como objetivo o 

transplante de ilhotas pancreáticas e/ou o transplante de células-tronco. 

A insulinoterapia visa à administração de insulina exógena para controlar 

os níveis de glicose sanguínea. Nas últimas três décadas, a introdução de 

novas formulações de insulina que apresentam uma grande variação quanto à 

duração de ação, melhorou significativamente nossos recursos para o manejo 

clínico do diabetes. O desenvolvimento contínuo de bombas de insulina e 

sistemas de monitoramento de glicose mais eficientes tende a melhorar ainda 
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mais o controle glicêmico entre os diabéticos (Chen et al, 2013). Contudo, além 

desta reposição de insulina exógena não ser uma cura para o diabetes, ela 

também não impede o surgimento de complicações crônicas debilitantes que 

normalmente incluem degeneração vascular, cegueira e insuficiência renal e 

ainda proporciona episódios severos de hipoglicemia (Domínguez-Bendala e 

Ricordi, 2012).  

O transplante de pâncreas também é uma forma de recuperar a função 

endócrina e, assim como a insulinoterapia, também é um tratamento 

convencional bem estabelecido. Teoricamente, este seria o tratamento mais 

indicado, visando à completa restauração da função. Contudo, problemas como 

a baixa disponibilidade de órgãos, toxicidade das drogas imunossupressoras e 

riscos relacionados a uma cirurgia de grande porte, tornam este recurso não 

tão atrativo (Inverardi et al, 2003). 

Sendo assim, a busca por abordagens alternativas no tratamento clínico 

do DM1 é de grande interesse de muitos grupos de pesquisa. A terapia celular 

visando o transplante de ilhotas pancreáticas vem sendo estudada nas últimas 

duas décadas. O primeiro ensaio clínico bem sucedido em seres humanos foi 

realizado na Universidade de Pitsburgo em 1990, onde 5 pacientes tornaram-

se independentes da insulinoterapia após o transplante de ilhotas (Tzakis et 

al,1990). Entretanto, esta abordagem também tem desvantagens similares ao 

transplante de pâncreas, como a escassez de doadores e a dependência do 

uso de drogas imunossupressoras. Além disso, a disponibilidade de ilhotas 

pancreáticas isoladas de cada doador é muito baixa o que acaba gerando a 

necessidade de se ter de dois a três doadores para alcançar o número 

necessário de ilhotas para um único paciente. Além disso, a função limitada do 

enxerto, que leva a perda progressiva da produção de insulina, é outra 

desvantagem deste tratamento (Ryan et al, 2002). 

Outra perspectiva para a terapia celular seria a utilização de células-

tronco. Diversos trabalhos têm mostrado ensaios realizados com células-tronco 

hematopoiéticas (Couri et al, 2012; Voltarelli et al, 2007; Li et al, 2012), células-

tronco embrionárias (Boyd et al, 2008; Blyszczuk et al, 2004), células-tronco 

mesenquimais (Fiorina et al, 2009; Madec et al, 2009; Moshtagh et al, 2012) e 

células pluripotentes induzidas (Jeon et al, 2012; Alipio et al, 2010). Dentre 

estes trabalhos, alguns apenas transplantam as células-tronco em modelos de 
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animais diabéticos, outros transplantam essas células em co-cultivo com ilhotas 

pancreáticas e alguns, diferenciam estas células em células produtoras de 

insulina (CPIs).  

1.2. CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS 

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

do transplante celular para o tratamento do DM1. O sucesso desta forma de 

terapia representaria a cura do DM1 com o fim de aplicações de insulina 

exógena, da monitorização da glicemia e do controle da dieta na tentativa de se 

manter a homeostase metabólica e de se reduzir a ocorrência das 

complicações tardias.  As células-tronco, por definição, devem ter capacidade 

ilimitada ou prolongada de auto-renovação, originando células indiferenciadas 

com as mesmas características, e ser capazes de se diferenciar em pelo 

menos um tipo celular especializado (Watt e Hogan, 2000).    

As células-tronco podem ser dividas em dois grupos de acordo com sua 

respectiva origem: célula-tronco embrionária e célula-tronco adulta. Apesar de 

muitos trabalhos utilizarem células embrionárias, elas possuem sérias 

limitações como o alto potencial tumorogênico e o envolvimento de questões 

éticas que dificultam a sua obtenção (Stanekzai et al, 2012). Por outro lado, as 

células-tronco adultas geram muitas expectativas, principalmente as células 

pluripotentes induzidas e as células-tronco mesenquimais (MSCs) (Domínguez-

Bendala e Ricordi, 2012). 

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

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

denominações. Inicialmente, foram chamadas de unidades formadoras de 

colônia de fibroblasto (CFU-F, do inglês colony-forming unit fibroblast), 

passando a células progenitoras mesenquimais, células de estroma de medula 

óssea à nomenclatura atual de células-tronco mesenquimais (da Silva Meirelles 

& Nardi, 2003; Phinney, 2002). Diversos estudos mostram que, em ambientes 

adequados, as MSCs são capazes de se diferenciar em células de tecido 

mesodermal, endodermal e até mesmo células ectodérmicas (Lagasse et al., 
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2000; Ferrari et al., 1998; Jackson et al., 2001; da Silva Meirelles & Nardi, 

2003).  Muitas tentativas de estabelecimento de cultivo de MSCs têm sido 

feitas utilizando-se diferentes metodologias, a fim de estabelecer condições de 

cultivo que mantenham suas características. O principal método de isolamento 

explora a capacidade que essas células têm de aderirem a diferentes 

substratos, possibilitando a remoção de células não aderentes contaminantes 

(principalmente células de origem hematopoiética) (DiGirolamo et al, 1999; 

Banfi et al, 2000). Os trabalhos com MSCs procuram caracterizar essas células 

quanto à morfologia e padrão fenotípico, determinando o perfil de marcadores 

de superfície em suas membranas, na tentativa de encontrar um marcador 

específico que permita seu isolamento. Diferentemente das células-tronco 

hematopoiéticas, nenhum marcador se mostrou exclusivo para MSCs embora 

alguns deles sejam usados para obter uma fração enriquecida dessas células 

(Quirici et al., 2002). As MSCs apresentam receptores como CD44, CD73, 

CD90 e CD105 e são negativas para receptores de células-tronco 

hematopoiéticas como CD14, CD31, CD33, CD34 e CD45. MSCs também são 

negativas para marcadores endoteliais como o fator de Von Willebrand e a P-

selectina (da Silva Meirelles et al, 2006). 

Estudos recentes têm demonstrado a origem perivascular das MSCs em 

diferentes tecidos (Yuan et al, 2012, Crisan et al, 2009, Mendez-Ferrer et al, 

2010). MSCs residem numa rede tridimensional complexa, que compreende 

uma multiplicidade de outros tipos de células, tais como, no caso da medula 

óssea, as células-tronco hematopoiéticas, adipócitos e células endoteliais, 

completamente submersos na matriz extracelular e, dentro desta mistura, a 

diferenciação das MSCs guia as células hematopoéticas precursoras para a 

formação de uma progênie madura (Mendez-Ferrer et al, 2010). Além disso, as 

MSCs ainda parecem exercer outra função pertinente: manter a integridade do 

seu nicho, ou seja, dos vasos sanguíneos (da Silva Meirelles et al, 2008, Crisan 

et al, 2008). Sendo assim, seguindo estímulos que incluem ferimento, 

inflamação, infecção e câncer, as MSCs são capazes de migrar do seu nicho 

perivascular para o local da lesão, auxiliando no reparo tecidual (da Silva 

Meirelles et al, 2008).  

No entanto, o mecanismo exato e todos os eventos de sinalização 

necessários para direcionar as MSCs até o local do reparo, ainda são 
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desconhecidos. Esta propriedade das MSCs tem sido aplicada no seu uso 

como vetor para tratamento de reparos de lesões teciduais (Chamberlain et al, 

2007). De acordo com trabalhos publicados recentemente, as MSCs podem 

servir como uma promissora ferramenta no tratamento do DM1, atuando na 

regeneração e/ou na proliferação de células produtoras de insulina. MSCs 

oriundas de medula óssea, por exemplo, podem contribuir para o reparo de 

vasos de ilhotas danificadas e podem auxiliar também na recuperação de 

danos gerados pelo diabetes como neuropatias (Fang et al, 2004), 

cardiomiopatias (Zhang et al, 2008), nefropatias (Lee et al, 2006) e pé diabético 

(Vojtassak et al, 2006). Este grande número de trabalhos que demonstra o 

potencial clínico das MSCs no reparo e regeneração de diferentes tecidos se 

baseiam no mesmo princípio de que as MSCs secretam fatores que diminuem 

o dano e inibem a apoptose, induzindo a angiogênese e a proliferação do 

próprio tecido ou de células progenitoras. Esta complexa atuação causada pela 

atividade secretora das MSCs é conhecida como “efeito parácrino”, que difere 

do efeito de diferenciação das MSCs (Caplan, 2007).  

Seguindo a linha do efeito parácrino das MSCs, outra importante 

característica presente nestas células é a capacidade de modulação da 

resposta imune. O papel imunossupressor das células-tronco mesenquimais 

pode ser evidenciado tanto em células autólogas quanto alogenéicas (Aggarwal 

e Pittenger, 2005) e xenogenéicas (Liu et al, 2004).   MSCs humanas inibem a 

proliferação de linfócitos T CD4+ e CD8+, por um mecanismo dose-dependente 

e não apoptótico, mediado por fatores solúveis como TGFß1 e HGF (Di Nicola 

et al, 2002). Essa inibição só ocorre antes da fase efetora, inibindo a formação 

de linfócitos ativos e NKs. Outro dado importante é que MSCs escapam da lise 

de linfócitos T citotóxicos e células NK alogenéicos (Rasmusson et al, 2003). 

Isto não seria esperado, pois MSCs apresentam antígenos via MHC classe I, 

alvos para lise de linfócitos T citotóxicos (Le Blanc et al, 2003) e NKs lisam 

células que expressam HLA I alogenéico (Ruggeri et al, 2001).  Em um trabalho 

recente, Aggarwal e Pittenger mostraram a função imunoregulatória in vitro das 

MSCs isoladas da medula óssea de humanos sobre diferentes populações de 

células do sistema imune (Aggarwal e Pittenger, 2005). De uma maneira geral, 

as MSCs desempenharam seu papel alterando o padrão de secreção de 

diversas citocinas em células envolvidas no processo inflamatório. Essa 
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modificação favorece a liberação de substâncias antiinflamatórias como IL-4 e 

IL-10, inibindo citocinas pró-inflamatórias como TNF-ɑ e IFN-γ. Adicionalmente, 

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

transplante de MSCs pode ser bastante interessante no tratamento de doenças 

autoimunes, transplantes de órgãos e doença do enxerto contra hospedeiro, 

bem como em processos inflamatórios. Um ponto que é alvo de muitas 

pesquisas, mas ainda não está bem definido, refere-se à possibilidade de que a 

capacidade imunomoduladora das MSCs possibilite que se evite a rejeição de 

órgãos em procedimentos clínicos, substituindo assim os imunossupressores 

convencionais. Vários estudos têm indicado que MSCs podem ser obtidas de 

vários outros tecidos, além da medula óssea, e foi recentemente demonstrado 

que estas células estão distribuídas por todo o organismo (da Silva Meirelles et 

al, 2006). MSCs coletadas de diferentes tecidos apresentam um padrão geral 

semelhante, quanto a características como imunofenótipo, plasticidade, etc, 

mas algumas diferenças sugerem que outras características biológicas sejam 

específicas. Esta ampla distribuição sugere ainda que as MSCs têm outras 

funções no organismo, sendo sugerido um papel regulador da homeostasia (da 

Silva Meirelles et al, 2008). 

Tendo em vista os diferentes atrativos destas células, acreditamos que 

as MSCs oriundas de diferentes tecidos oferecem ótimas perspectivas para o 

desenvolvimento de novos tratamentos para o DM1. Estas perspectivas se 

baseiam: (i) na exploração do potencial imunomodulador das MSCs, que pode 

tanto auxiliar nos transplantes de pâncreas e ilhotas pancreáticas, minimizando 

a rejeição do enxerto, quanto atuar diretamente nas ilhotas durante o processo 

inflamatório, impedindo a destruição das células β; e (ii) na característica de 

diferenciação destas células multipotentes, que também podem ser induzidas a 

diferenciar-se em células produtoras de insulina (CPIs) (Domínguez-Bendala e 

Ricordi, 2012).  

Sabendo da importância destas células como perspectivas de 

tratamento para o DM1, é de extrema importância que possamos observar e 

avaliar o comportamento das MSCs diante desta patologia, através de modelos 

animais que mimetizem esta condição autoimune. Uma terapia celular 

envolvendo o transplante de MSCs autólogas é muito tentadora, mas necessita 
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de uma investigação que avalie possíveis efeitos da patologia sobre a 

manutenção da integridade das próprias MSCs. 

1.3. A INFLUÊNCIA DA HIPERGLICEMIA SOBRE O TECIDO VASCULAR 

Espécies reativas de oxigênio (ROS), como o radical superóxido, o 

peróxido de hidrogênio e o radical hidroxila, são gerados por todas as células 

aeróbicas como produtos resultantes de várias reações metabólicas e em 

resposta a diferentes estímulos. Enquanto a mitocôndria é tida como sendo a 

responsável pela maior parte da produção de ROS, a Ubiquinona, é descrita 

como sendo o principal local de produção de ROS dentro da mitocôndria. O 

complexo III catalisa a conversão do oxigênio molecular através da 

transferência de um elétron para a formação do radical superóxido (O2
-) (Fleury 

et al, 2002). O superóxido por si só não é destrutivo, mas na presença de óxido 

nítrico (NO), por exemplo, reage rapidamente formando peroxinitrito (uma 

espécie reativa de nitrogênio). Em pH fisiológico, o peroxinitrito é rapidamente 

protonado à ácido peroxinitroso que é um poderoso agente oxidante que causa 

dano direto em proteínas, lipídeos e DNA (Halliwell, 2006). A enzima 

superóxido dismutase (SOD) remove o peróxido gerando oxigênio molecular e 

peróxido de hidrogênio. Este, por sua vez, pode ser removido pela enzima 

catalase (CAT) ou pela glutationa peroxidase (GPx). Um dos principais 

problemas do peróxido de hidrogênio é que ele reage rapidamente com metais 

como o ferro e o cobre, gerando o radical hidroxila através da reação de Fenton 

(Halliwell, 2006). Por não existir uma defesa oxidante capaz de neutralizar o 

radical hidroxila (HO
.
), este acaba sendo considerado como a ROS mais 

danosa ao organismo (Vasconcelos et al, 2007). 

Embora as ROS possam causar muitos danos em diversos tecidos, 

defesas antioxidandes, como as enzimas citadas acima (CAT, SOD e GPx), 

foram desenvolvidas ao longo da nossa evolução com o propósito de limitar a 

quantidade destes radicais dentro das células (Halliwell, 2006). Este equilíbrio é 

importante porque as ROS não são apenas danosas como parecem. Diversos 
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trabalhos defendem o efeito benéfico das ROS, que em baixas quantidades, 

são fundamentais como agentes sinalizadores de diversos processos 

biológicos, incluindo diferenciação celular, apoptose, imunidade e defesa contra 

microorganismos (Roberts e Sindhu, 2009; Stone e Yang, 2006, Fleury et al, 

2002).  

Quando a quantidade de ROS excede a capacidade antioxidante 

ocorrem danos a lipídeos, proteínas e DNA, levando a mudanças fisiológicas 

nas células classificado como estresse oxidativo. O estresse oxidativo pode 

resultar de um aumento na geração de ROS e/ou na perda das defesas 

antioxidantes (Roberts e Sindhu, 2009). Estudos recentes têm sugerido que o 

estresse oxidativo gerado durante o período de hiperglicemia pode ser o fator 

chave na progressão destas complicações vasculares mesmo após o 

reestabelecimento dos níveis de glicose (Cooper, 2009). 

A hiperglicemia, resultante da falta de regulação dos níveis de glicose 

devido à ausência ou mesmo a deficiência na produção e/ou absorção de 

insulina, é descrita na literatura como sendo um importante mediador entre a 

patologia do diabetes e suas complicações vasculares (Brownlee, 2001). 

Mesmo pacientes sob tratamento, com aplicações regulares de insulina 

exógena, sofrem com episódios de hiperglicemia ao longo de suas vidas. Estes 

picos de glicose causam dano tecidual envolvendo mudanças bruscas no 

metabolismo celular. Algumas destas mudanças acabam afetando de forma 

permanente macromoléculas de vida longa de forma que, mesmo restaurando-

se o padrão normoglicêmico, não conseguimos deter o progresso das 

complicações microvasculares e/ou o surgimento de complicações 

macrovasculares (Rolo e Palmeira, 2006).  

Estudos in vitro com células endoteliais demonstraram que mesmo 

restaurando a normoglicemia depois de um período de hiperglicemia, as 

células continuam aumentando o nível da expressão gênica de proteínas da 

matriz extracelular, como fibronectina e colágeno IV, que estão relacionadas 

com diversas complicações vasculares oriundas do diabetes (Roy et al, 1990). 

Este fenômeno ainda pouco compreendido é conhecido como “memória 

hiperglicêmica”.  

Diversos estudos têm apontado a hiperglicemia como o principal agente 

causador de danos ao tecido vascular em DM1 (Schalkwijk e Stehouwer, 2005; 
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Bakker et al, 2009; Schaan, 2003). Altas concentrações de glicose geram uma 

produção excessiva de ROS pelas mitocôndrias que, por sua vez, atuam em 

pelo menos quatro rotas bioquímicas: (i) redução das taxas de NADPH/NADP+ 

pelo aumento da rota do sorbitol, (ii) aumento na formação de produtos finais 

de glicação avançada (AGE), (iii) ativação da proteína quinase C (PKC), (iv) 

aumento na rota de hexosamina. (Schalkwijk e Stehouwer, 2005) (Figura 1). 

A hiperglicemia resulta em um aumento da conversão de glicose em 

sorbitol com a concomitante diminuição da concentração de NADPH e 

glutationa (Rolo e Palmeira, 2006). A redução destes antioxidantes pode levar 

ao estresse oxidativo pelo aumento do nível intracelular de ROS. Além disso, a 

formação de frutose a partir do sorbitol, gera um aumento dos níveis de 

NADH/NAD+ o que resulta em um aumento na síntese de novo de diacilglicerol 

(DAG). Este aumento de DAG ativa a proteína quinase C (PKC), responsável 

por diversas complicações em pacientes com diabetes (Schaan, 2003). 

 

Figura 1. Prováveis mecanismos pelos quais a hiperglicemia e suas 

conseqüências imediatas induzem danos vasculares (adaptado de Schalkwijk e 

Sthehouwer, 2005).  

 

AGEs têm sido relacionadas ao surgimento de diversas complicações 

microvasculares ligadas ao diabetes mellitus, como: neuropatias (Jack e 

Wright, 2012) nefropatias (Lassila et al, 2004) e retinopatias (Milleret al, 2012). 
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Trabalhos demonstram que as AGEs podem induzir um quadro pró-inflamatório 

em células endoteliais através da ativação do receptor RAGE que, por sua vez, 

é capaz de ativar o NF-kB (fator nuclear kappa B) (Bakkeret al, 2009). 

A biossíntese da hexosamina é mais uma das rotas que podem estar 

superativadas devido ao aumento no metabolismo da glicose. Os efeitos 

vasculares causados por esta via ainda são pouco compreendidos. Sabe-se 

que durante a hiperglicemia, devido ao aumento da disponibilidade de 

nutrientes, uma parte desta glicose em excesso é direcionada para a rota da 

hexosamina. O produto final desta rota, UDP-N-acetilglicosamina atua como 

substrato para a glicosilação de importantes fatores intracelular, incluindo 

fatores de transcrição. Esta inibição acaba afetando a expressão de diversos 

genes como o do inibidor do ativador do plasminogênio tipo 1 (PAI-1) que leva 

ao desenvolvimento de complicações microvasculares relacionadas ao 

diabetes (Schalkwijk e Stehouwer, 2005). 

Através da superestimulação destas quatro rotas mencionadas acima, a 

hiperglicemia acaba afetando o tecido vascular e contribuindo para o 

surgimento de micro e macroangiopatias. Diversos trabalhos descrevem 

alterações no endotélio vascular, como ativação de fatores inflamatórios, 

redução na dilatação dos vasos, alteração na homeostase, comprometimento 

da angiogênese e mudanças estruturais como aumento de AGEs e perda de 

glicocalice (Bakker et al, 2009; Schalkwijk e Stehouwer, 2005; Tabit et al, 

2010), mas poucos descrevem alterações diretas no pericito. Embora 

alterações no pericito já tenham sido descritas a partir de diversos tecidos 

como o tecido muscular (Tilton et al, 1987) e o tecido nervoso (Giannini e Dyck, 

1995) as alterações relacionadas à retinopatia, onde a perda das células do 

pericito dos capilares da retina está associada à neovascularização são, com 

certeza, as mais conhecidas (Devi et al, 2013; Fuet al, 2012; Hammes et al, 

2002). Na retinopatia, a disfunção endotelial e a resposta inflamatória 

aumentam a permeabilidade vascular, permitindo que uma grande quantidade 

de glicose invada o pericito. Este elevado nível de glicose afeta diretamente a 

fisiologia do pericito, causando apoptose (Geraldes et al, 2009). A perda do 

pericito nos capilares da retina facilita a neovascularização uma vez que a 

redução de 50% do pericito já provou ser capaz de reativar a proliferação das 

células endoteliais (Engeet al, 2002). Contudo, o que se sabe sobre a perda do 
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pericito nos capilares da retina não pode ser extrapolado para outros tecidos já 

que diferenças na distribuição e na estrutura destas células sugerem que elas 

sigam regras vaso ou tecido específicas (Hirschi e D’Amore, 1996). 

Por outro lado, sabe-se que o pericito e o endotélio vascular trabalham 

juntos para a formação e o desenvolvimento de vasos e que esta interação 

entre eles é extremamente importante para a deposição e estabilização da 

matriz extracelular 3D (Stratman e Davis, 2012). O pericito e as células 

endoteliais (CE) se comunicam e influenciam no comportamento um do outro 

através de trocas bi-direcionais de mediadores solúveis. As CE são uma fonte 

de fatores difusíveis que regulam diversas funções do pericito como, a 

proliferação e a migração. Sendo assim, distúrbios nesta interação entre 

pericito e CE podem desempenhar um papel importante tanto na morfologia 

dos vasos sanguíneos quanto no surgimento de várias doenças vasculares 

(Hirschi e D’Amore, 1996; Dulmovits e Herman, 2012). 

Além disso, sabe-se que o diabetes causa mudanças no nicho das 

células da medula óssea, o que também inclui alteração na função das MSCs, 

resultando em distúrbios como a perda de mobilidade das células-tronco 

hematopoiéticas e células progenitoras (Ferraro et al, 2011; Albiero et al, 2013). 

Por isso, a importância de se investigar possíveis danos às MSCs gerados pela 

alteração do nicho perivascular diante da patologia do diabetes torna-se 

evidente, principalmente, quando existe uma mobilização na busca por novas 

estratégias terapêuticas que incluem transplantes autólogos de MSCs em 

pacientes com diabetes. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. OBJETIVO GERAL  

 

Avaliar e comparar alterações ultraestruturais e parâmetros de estresse 

oxidativo em células-tronco mesenquimais (MSCs) oriundas de pâncreas e rim 

de camundongos NOD diabéticos e não diabéticos. 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

� Isolar MSCs de pâncreas e rim de camundongos NOD normoglicêmicos 

(controle positivo), NOD hiperglicêmicos (diabéticos) e BALB/c (controle 

negativo); 

� Caracterizar fenotipicamente as MSCs oriundas de camundongos NOD 

normo e hiperglicêmicose BALB/c por citometria de fluxo; 

� Avaliar o estresse oxidativo das MSCs isoladas de camundongos NOD 

normoglicêmico, hiperglicêmico e BALB/c, identificando a produção de 

espécies reativas em um ambiente pró-oxidante bem como, a atividade 

das principais enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GPx) e os danos 

lipídico e protéico;  

� Observar, por microscopia eletrônica de transmissão (MET), possíveis 

alterações na ultramorfologia de membranas e organelas como 

mitocôndrias e retículos em MSCs isoladas. 
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HYPERGLYCEMIA AS A CAUSE OF OXIDATIVE STRESS ON MESENCHYMAL STEM 

CELL FROM DIABETIC NOD MICE 

Abstract 

 

Hyperglycemia is a characteristic of diabetes mellitus responsible for micro- and macro- vascular 

complications which are the main cause of morbidity/mortality in diabetic patients representing a clinical 

and economic issue. Under hyperglycemic conditions the increased in ROS production activates 

importants pathways that cause vascular damage. 

Mesenchymal stem cells (MSCs) are multipotent cells which have been seen as attractive tools in 

cell therapy for many diseases such as DM1. Due to the perivascular origin of MSCs they can be affected 

by hyperglycemia which increases oxidative stress. Our aim in this study was evaluate and compare 

ultrastructural changes and oxidative stress parameters on MSCs derived from pancreas and kidney of 

diabetic NOD mice, nondiabetic NOD and BALB/c. 

Our results show an increase of oxidative stress caused by hyperglycemia in MSCs from diabetic 

NOD mice (NOD+). These NOD+MSCs showed an expressive change in ultrastructural morphology of 

mitochondria, an increase in reactive species content, imbalance of antioxidant enzymes activity and an 

oxidative damage in proteins compared to non-diabetic controls NOD- and BALB/c. 

 

Keywords Diabetes ·  Hyperglycemia ·  Oxidative stress ·  Mesenchymal stem cell 
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Introduction 

 

Type 1 diabetes mellitus, is a chronic autoimmune disorder that precipitates in genetically 

susceptible individuals driven by the activation of lymphocytes against pancreatic β-cells [1]. Overall, 

diabetic micro- and macro- vascular complications are caused by prolonged exposure to high glucose 

levels which are the main causes of morbidity/mortality in diabetic patients representing a major clinical 

and economic issue [2]. 

The vast majority of publications about the mechanisms underlying hyperglycemia-induced 

diabetic vascular damage focus on a mitochondrial overproduction of the reactive oxygen species (ROS) 

[3, 4]. In order to keep of intracellular ROS content in low levels, cells have developed a complex 

antioxidant defense mechanism to limit the amount of these radicals. Among these antioxidant defenses, 

we highlight the main antioxidant enzymes: superoxide dismutase enzyme (SOD) which is responsible for 

removing the peroxide radical, generating molecular oxygen and hydrogen peroxide, and catalase (CAT) 

and glutathione peroxidase (GPx) which in turn, removes hydrogen peroxide [5]. When the amount of the 

antioxidant exceeds, oxidative damage occurs to lipids, proteins and DNA leading to physiological 

changes in the cells knowing as oxidative stress. Oxidative stress can result from an increased generation 

of ROS and / or loss of antioxidant defenses [6]. 

The increased in ROS production activates four main pathways under hyperglycemic conditions: 

I) nonenzymatic protein glycosylation that produces advanced glycosylation end products (AGE); II) 

acceleration of the polyol pathway with consequent decrease in NADPH, the cofactor of the antioxidant 

enzyme glutathione reductase and other intermediate products; III) increased hexosamine pathway 

activity, in which N-acetylglucosamine is formed; and IV) activation of protein kinase C (PKC) via de 

novo synthesis of diacylglycerol (DAG) [7, 8]. 

Through the overstimulation of these four pathways mentioned above, hyperglycemia ultimately 

affects the vascular tissue and contributing to the onset of micro and macroangiopatias. Several studies 

describe changes in vascular endothelium related to an increased oxidative stress [9, 10], but few of them 

describe direct changes in pericytes. Among the works that address changes related to pericytes, we 

highlight those that describe retinopathy, where loss of cells in the pericytes of retinal capillaries is 

associated with neovascularization [11-14]. However, what is known about the loss of retinal pericytes in 

the capillaries can not be extrapolated to other tissues as differences in the distribution and structure of 

these cells suggest that they follow the rules vessel or tissue specific [15]. 

Mesenchymal stem cells (MSCs) have been isolated from several tissues, including bone/bone 

marrow, fat, pancreas, etc. They are multipotent cells which can differentiate into a several cell types as 

osteoblasts, chondrocytes and adipocytes. Their easy isolation, high ‘ex-vivo’ expansion potential, ability 

to differentiate into multiple lineages and immunomodulatory property make them attractive tools in cell 

therapy for many diseases such as diabetes mellitus type 1 (DM1) [16]. Due to the perivascular origin of 

MSCs have already been demonstrated in different tissues, it is important to investigate possible damage 

to the MSCs generated by changes in the perivascular niche on the pathology of diabetes, especially when 
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there is a movement in the search for new therapeutic strategies that include autologous tranplant of 

MSCs in patients with diabetes [17-19]. 

The similarities with human autoimmune diabetes, which include a genetic predisposition and 

the presence of insulitis, have led to the use of the nonobese diabetic mice (NOD) as the mainstay of 

preclinical diabetes research [20, 21]. In this study, we evaluated and compared ultrastructural changes 

and oxidative stress parameters on MSCs derived from pancreas and kidney of diabetic NOD mice, 

nondiabetic NOD and BALB/c. 

Material and methods 

Animals 

In this study, approved by the Ethics Commission on Animal Use (CEUA – 21695) of the 

Federal University of Rio Grande do Sul, we used adult animals (6- to 10-months-old) of the BALB/c and 

NOD strains. These animals were maintained under controlled light and environmental conditions (12 h 

light/12 h dark cycle at a constant temperature of 22 ºC) with free access to food and water. The animals 

were provided by State Foundation for Health Research and Production (FEPPS) and received humane 

treatment in compliance with the “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”. 

Mesenchymal Stem Cell isolation 

MSCs from kidney and pancreas were isolated from BALB/c mice, normoglycemic NOD mice 

(NOD-) and hyperglycemic NOD mice (NOD+) as previously described [22]. In short, kidneys and 

pancreas were removed and cut into small pieces. The fragments were placed DMEM/10 mM HEPES 

with collagenase type I (1 mg/ml; Sigma-Aldrich) for 40 min at 37°C and then triturated with a glass 

Pasteur pipette. Cells were centrifuged for 7 min at 1500 rpm at room temperature. After that, cells were 

resuspended in 10ml of DMEM/10 mM HEPES supplemented with 1% (vol./vol.) penicillin/streptomycin 

solution (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA) and 10% (vol./vol.) and seeded in six-well dishes (4 

ml/well). These dishes were incubated at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO2. After 24h, 

the medium was changed to removal of non-adherent cells. The medium was changed twice a week and 

cells were trypsinised and subcultured always when cultures reached 100% of confluence which usually 

happened once a week.  

Mesenchymal Stem Cell characterization - Flow cytometric analysis 

MSCs from NOD and Balb/c mice were analyzed for surface expression of some markers at 

passage 4 (P4). Anti-mouse antibodies against CD45, CD11b, CD34 and isotype control, were purchased 
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from Invitrogen. Antibodies against Sca-1 was from Caltag Medsystems and CD44 and CD90.2 were 

purchased from BD Biosciences.  

Oxidative stress analysis 

Protein quantification 

Bradford total protein assay was use to determine the concentration of protein in all samples and 

bovine serum albumin was use as the standard [23]. 

Evaluation of the intracellular reactive species production 

The intracellular production of reactive species such as ROS was analysed using the non-

fluorescent and cell-membrane permeable 2’-7’-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA, Sigma Inc.). 

DCFH-DA is hydrolysed by intracellular esterases and then oxidized by a range of reactive species to a 

fluorescent, polar and non-permeable 2’-7’-dichlorofluorescein (DCF) compound [24]. The cells were 

incubated in the dark with 1 µM DCFH-DA in L-DMEM without serum for 30 min. at 37ºC. The 

fluorescence was measured in a 24-well microplate reader (M5 Gemini XPS, Molecular Devices) after 

exciting at 485 nm, and collecting the emission at 520 nm. The results were expressed as fluorescence 

units per µg of proteins. 

Antioxidant enzyme activities quantification 

SOD (E.C. 1.15.1.1) activity was assessed by quantifying the inhibition of superoxide-dependent 

adrenaline auto-oxidation in a spectrophotometer at 480 nm, as previously described [25]. Results are 

expressed as Units SOD/mg protein.  

CAT (E.C. 1.11.1.6) activity was assayed by measuring the rate of decrease in H2O2 absorbance 

in a spectrophotometer at 240 nm [26]. The reaction mixture contained 50 mM potassium phosphate 

buffer (pH 7.0), 10 mM H2O2 and 200 mL of enzyme extract in a final volume of 2 mL at 25°C. CAT 

activity is expressed as Units CAT/mg protein.  

GPx (E.C. 1.11.1.9) activity was determined by measuring the rate of nicotinamide adenine 

dinucleotide phosphate (NADPH) oxidation in a spectrophotometer at 340 nm, as previously described 

[27]. The rate of glutathione oxidized by t-butyl hydroperoxide was evaluated by the decrease of NADPH 

in the presence of EDTA, excess reduced glutathione and glutathione reductase. GPx activity was 

expressed as Units (nmol NADPH oxidized/min)/mg protein. 
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Oxidative damage parameters 

As an index of lipid peroxidation, we used the formation of thiobarbituric acid–reactive species 

(TBARS) during an acid-heating reaction, which is widely adopted as a method for measurement of lipid 

redox state, as previously described [28]. Briefly, the samples were mixed with 0.6 ml of 10% 

trichloroacetic acid (TCA) and 0.5 ml of 0.67% TBA (4,6-dihydroxypyrimidine-2-thiol) and then heated 

in a boiling water bath for 25 min. TBARS were determined by the absorbance in a spectrophotometer at 

532 nm. Results were expressed as nmol malondialdehyde equivalents/mg protein. 

The oxidative damage to proteins was measured by the quantification of carbonyl groups and the 

cellular free thiols content. The quantification of carbonyl groups, the most frequently used biomarker of 

protein damage, is based on the reaction with 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH), as previously 

described [29]. Briefly, proteins were precipitated by the addition of 20% TCA and redissolved in DNPH 

and the absorbance read in a spectrophotometer at 370 nm. Results were expressed as nmol carbonyl/mg 

protein. 

The cellular free thiols (-SH) were analyzed through the sulfhydryl reagent 5,5′-dithiobis (2-

nitrobenzoic acid) (DTNB), also referred as Elmann’s reagent [30], which estimate the oxidative 

alterations of proteins and non-protein peptides. Briefly, cells were collected in 0.1 % of sodium dodecyl 

sulfate (SDS) and 0.01M of DTNB diluted in ethanol, then incubated at room temperature for 20 min. 

The absorbance was measured at 412 nm. Results were expressed as µM of –SH/ mg of protein. 

Transmission electron microscopy (TEM) 

Semi-confluent MSCs cells were collected by trypsinization at passage 4 (P4). The cells were 

harvested by centrifugation and washed twice and 0.1M phosphate buffered (pH 7.3), After, the cells 

were fixed in a mixture of 4% paraformaldehyde and 2.5% glutaraldehyde, buffered with 0.1M phosphate 

(pH 7.3) at RT and then postfixade in osmium tetroxido in the same buffer for 45 min. before 

dehydration. Dehydration was done in a graded acetone series (30-100%) and embedding in araldite 

(Durcupan ACM, Fluka) for 72h at 60ºC. Thin sections (70 nm) were stained with 2% uranyl acetate 

followed with lead citrate. Ultrastructural analysis was perform by transmission electron microscopy 

(JEM 1200 Exll, JEOL, Tokyo, Japan) operating at 80 kV (Microscopy Center of the Federal University 

of Rio Grande do Sul).  

Statistical analysis 

All the grouped data were statistically evaluated with GraphPad Prism (GraphPad Software Inc, 

San Diego, CA—version 4.02) software. Hypothesis testing methods included one-way Analysis of 

Variance (ANOVA) followed by Tukey’s test. P < 0.05 was considered to indicate statistical significance. 
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Results 

MSCs flow cytometric characterization 

In the absence of a positive marker itself, MSCs are able to incorporate a number of different cell 

populations, potentially all variables in the phenotypic characteristics and growth [31]. The qualitative 

analyze of the expression of stem cell and immunoregulatory markers by flow cytometry were evaluated 

for MSCs from both strains, NOD and BALB/c, at passage 4 (P4) with the following panel of antibodies: 

1) stem cell markers (CD44 and Sca-1); 2) hematopoietic markers (CD45, CD34 and CD90.2); 3) 

immune cell marker (CD11b). BALB/c and NOD MSCs from pancreas and kidney expressed little or any 

hematopoietic or immune cell markers (CD45, CD34, CD90.2 and CD11b, Fig. 1a-1d). Stem cell marker 

expression was positive for CD44, and Sca-1 in pancreas- and kidney-MSCs of both NOD and BALB/c 

mice (Fig. 1e and 1f, respectively). Taken together, the immunophenotypic profile of cell populations 

showed being compatible identification of mesenchymal stem cells genuine. 

 

Fig. 1 BALB/c and NOD MSCs from pancreas and kidney expressed little or any hematopoietic or 

immune cell markers: CD45, CD34 and CD11b (a-c). CD90.2 showed a partial expression among all 

cultures (d). Stem cell marker expression was positive for CD44, and Sca-1 in pancreas- and kidney-

MSCs of both NOD and BALB/c mice (e and f, respectively). 
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Evaluation of reactive species production 

The incubation of MSCs with DCFH-DA allows for the determination of RS cell content. Quantitative 

measurement of DCFH-DA indicates an elevated production of reactive species in NOD+ MSCs from 

pancreas (F17,131 p< 0.001) and kidney (F15,180 p< 0.001) compared to NOD- and BALB/c mice (Fig. 

2). NOD- MSCs from pancreas showed an intermediate value between NOD+ and BALB/c MSCs (Fig. 

2a). 

 

 

Fig. 2 Positive DCFH-DA indicates an elevated production of reactive species in NOD+ MSC from 

pancreas (a) and kidney (b) compared to NOD- and BALB/c mice. NOD- MSC from pancreas showed an 

intermediate value between NOD+ and BALB/c MSC (a). Data are mean ± standard error of the mean 

(n=3 per group). Different letters mean different statistic groups.   

Antioxidant enzyme activities 

MSCs from pancreas presented significant differences in all the antioxidant enzyme activities 

analyzed (Fig. 3a-3c). These cells showed less SOD activity in NOD+ MSCs compared to NOD- MSCs 

and BALB/C MSCs (F 13,12 p= 0.0064). On the other hand, NOD+ MSCs from pancreas showed an 

increased in CAT (F 85,96 p<0.0001) and GPx (F 45,71 p= 0.0002) activity compared to NOD-MSCs and 

BALB/c MSCs from the same tissue (Fig. 3b and 3c). Thus, NOD- MSCs present an intermediate CAT 

and GPx activity, which are increased compared to BALB/c but decreased compared to NOD+ (Fig. 3b 

and 3c).  

MSCs from kidney (Fig. 3d-f) did not show significant difference neither in SOD nor in CAT 

activity among the groups (Fig. 3d and 3e). However, MSCs from kidney showed decreased GPx activity 

in both NOD- MSCs and NOD+ MSCs compared to BALB/c MSCs (F 37,45 p= 0.0004) (Fig. 3f).  
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Fig. 3 Antioxidant enzyme activities. MSC from pancreas (a, b, and c) and MSC from kidney (d, e, and 

f). NOD+ MSC from pancreas presented decreased SOD activity (a) and increased CAT (b) and GPx (c) 

activity when compared to NOD- and BALB/c MSC. NOD- MSC from pancreas also presented an 

increased in CAT (b) and GPx (c) activity when compared to control BALB/c MSC. MSC from kidney 

showed no difference in SOD (d) and CAT (e) activity. NOD+ MSC from kidney showed less GPx 

activity when compared to NOD-MSC and BALB/c MSC (f). Furthermore, NOD- MSC also showed 

significant decreased in GPx activity when compared to control BALB/c. Data are mean ± standard error 

of the mean (n=3 per group). Different letters mean different statistic groups.   

Oxidative damage parameters 

NOD+ MSCs either from pancreas as well as from kidney showed an increase in protein 

carbonylation content compared to NOD- MSCs and BALC/c MSCs (F 140,4 p< 0.0001 and F 24,88 p= 

0.0012, respectively) (Fig. 4a and 4d). While in NOD+ MSCs from kidney, the amount of RS almost 

doubled compared to NOD- and BALB/c MSCs (Fig. 4d), in NOD+ MSCs from pancreas we saw an 

increased of reactive species content more than 3 times compared to NOD- and BALB/c MSCs (Fig. 4a).  
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On the other hand, we observed no difference in the cellular free thiols content among groups 

(Fig. 4b and 4e). We also observed no difference in lipid peroxidation content among groups (Fig. 4c and 

4f).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4 Oxidative damage parameters. MSC from pancreas (a, b, and c) and MSC from kidney (d, e, and 

f). NOD+ MSC either from pancreas as well as from kidney showed an increase in protein carbonylation 

content compared to NOD- MSC and BALB/C MSC (a and d). In both MSC from pancreas and from 

kidney, we did not find any difference in cellular free thiols (b and e) and lipid peroxidation (c and f) 

content. Data are mean ± standard error of the mean (n=3 per group). Different letters mean different 

statistic groups.   

Cell morphology by electron microscopy 

MSCs from pancreas of diabetic NOD mice (NOD+ MSCs) showed some differences in their 

ultrastructural morphology compared to MSCs of normoglicemic NOD mice (NOD- MSCs) and BALB/c 

MSCs (Fig. 5). BALB/c MSCs show a cytoplasm with many mitochondrias which presents a regular 

shape with visible and preserved cristae (Fig. 5a-5c). NOD-MSCs present similar morphology compared 

to BALB/c MSCs (Fig. 5d-5f). On the other hand, the NOD+ MSCs show a cytoplasm with many 

vacuoles and disrupted mitochondria structure (Fig. 5g-5i). Despite the difference in mitochondrial 

morphology, all strains BALB/c, NOD-, and NOD+, appear to be quite similar as the amount of others 
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organelles such as lysosomes and endoplasmic reticulum (Fig. 5). MSCs from kidney were also analyzed 

by TEM and they showed the same differences which we saw in pancreas (data no show). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5 Representative electron micrographs of pancreas MSCs from BALB/c (a), NOD- (b) and NOD+ 

(c) mice. BALB/c and NOD- MSCs present a cytoplasm with many mitochondrias which show a regular 

shape with visible and preserved cristae. On the other hand, NOD+ MSCs shows a cytoplasm with many 

vacuoles and disrupted mitochondria structure (c). We also can see a mitochondrial swelling in NOD+ 

MSCs (c). N (nucleus), M (mitochondria) and ER (endoplasmic reticulum).                Means, 1µm. 

Images increased 50.000X 

Discussion 

Hyperglycemia is a characteristic of diabetes mellitus which activates multiple metabolic 

pathways that produce ROS. A large rise of ROS might be a consequence of mitochondria increased 

metabolism and/or reduction in cellular antioxidant defense. In the presence of high levels of glucose, the 

rise in electron flux through the mitochondrial electron transport chain increases the ATP/ADP ratio and 

causes hyperpolarization of the mitochondrial membrane potential what leads to partial inhibition of the 

electron transport in complex III, resulting in an accumulation of electrons to coenzyme Q. The excess of 

electrons drives partial reduction of oxygen to generate the free radical anion superoxide. This 

mitochondrial dysfunction might be a link between high glucose levels and the main pathways 

responsible for hyperglycemic damage in protein and lipids which affects many biological activities such 

as cell proliferation and apoptosis [2]. 

Mitochondrial superoxide radical production causes inhibition of glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH) and subsequent accumulation of glycolysis intermediates which activated four 

main pathways under hyperglycemic conditions: I) nonenzymatic protein glycosylation that produces 

AGE; II) acceleration of the polyol pathway with consequent decrease in NADPH, the cofactor of the 

antioxidant enzyme glutathione reductase and other intermediate products; III) increased hexosamine 

pathway activity, in which N-acetylglucosamine is formed; and IV) activation of PKC via de novo 

synthesis of DAG [7].  

The results of this study showed that hyperglycemia related to DM1 resulted in dysfunction of 

redox balance in MSCs from pancreas and kidney of diabetic NOD mice. Our results are in agreement 
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with others studies which support the link between increase of ROS production by hyperglycemia and 

pericyte damage which has been implicated in the development of a variety of microangiopathy and some 

macroangiopathy related to diabetes [11, 12, 32]. Our data show that MSCs of pancreas and kidney from 

diabetic NOD mice (NOD+) presents oxidative stress when compared to MSCs from controls nondiabetic 

NOD (NOD-) and BALB/c mice. We confirmed this oxidative stress through the increase of reactive 

species cellular content, imbalance among antioxidant enzymes activity (SOD, CAT and GPx) and 

through the rise of carbonyl cell content which demonstrates the presence of oxidative damage in protein.   

The increase of a pro-oxidant intracellular environment which we found in these MSCs may 

activate antioxidants defense, as well as the transcription of genes encoding antioxidant and detoxification 

enzymes. Those adaptive mechanisms protect the cells against ROS-mediated toxicity and maintain tissue 

redox balance [33]. The first enzyme which participates in the cellular antioxidant defense is the 

superoxide dismutase that catalyses the dismutation of superoxide anion into hydrogen peroxide, playing 

a critical protective role. However, prolonged oxidative stress eventually decreases the intracellular SOD 

activity leading to an oxidative imbalance and a raise in the oxidative damage [34]. Thus, the decrease in 

SOD activity in NOD+MSCs from pancreas might be a consequence of a chronic oxidative stress on SOD 

enzyme which could reduce its expression or activity. In the face of hyperglycemia, glucose auto 

oxidation may increase the production of oxygen free radicals and glycation of enzymatic proteins, which 

could include de glycation of the SOD itself. In erythrocytes of diabetic patients, for example, about 50% 

of SOD is glycated resulting in trace activity [35]. We cannot be sure about why SOD activity is 

decreased in these MSCs, but following what we already know about oxidative stress, it is possible that 

the increase in AGE production might be related to decrease in activity of antioxidants enzymes.   

On the other hand, GPx and CAT activity showed to be increased in the same cells (NOD+MSCs 

from pancreas). As a significant increase of DCF content was detected in these cells we know that they 

have a pro-oxidant environment with a rise in some reactive species such as H2O2. Knowing that the 

hydrogen peroxide is catalyzed by CAT or by GPx at the expense of reduced glutathione [34], a rise in 

H2O2 cell content might be responsible for the increased of GPx and CAT activity. Therefore, the 

significant increase in CAT and GPx activity may acts as an adaptive phenomenon in response to 

increased substrate concentration in mild oxidative stress, what could be the explanation why NOD- show 

an intermediary GPx and CAT activity (increased compared to BALB/c control, but decreased compared 

to NOD+). Although NOD- mice have no increased levels of circulating glucose, they do have a genetic 

predisposition to DM1 and present insulitis from the age of 5 weeks onwards [21].  These features per se 

could justify the increase in CAT and GPx activity as an adaptive phenomenon in response to a mild 

oxidative stress caused by the inflammation in these animals.  

NOD+MSCs from kidney presented no difference in SOD and CAT activity among the groups 

despite showing increase of reactive species content and oxidative damage in proteins. However, they do 

present a decrease in GPx activity which, as already described above about SOD activity in NOD+MSCs 

from pancreas, might be a consequence of oxidative stress on the enzyme itself. In this case, besides the 

increase in AGE production, which might be affecting directly the activity of the enzyme, we also could 

have a problem related to availability of its cofactor. The increase in intracellular glucose can lead to an 

increase in the flux of glucose to sorbitol via the polyol pathway with concomitant decreases in NADPH 
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and glutathione [2]. Therefore, the lack of the reduced glutathione (GPx cofactor) could be responsible for 

the decrease in its activity which lead to a redox imbalance with accumulation of H2O2 and increased 

oxidative stress. Decrease in GPx activity were also reported in a recent study about chronic kidney 

disease related an increased of oxidative stress [36]. 

The difference in the antioxidant defense mechanisms in MSCs from pancreas and kidney of 

NOD+ mice may correspond to different adaptive responses of these cells to the increased oxidative 

stress in diabetes. Thus, it is important to make clear that our objective in this paper is not to explain why 

one enzyme is more active than another or vice versa, but investigate if the hyperglycemia as a 

consequence of DM1 can affect MSCs in those tissues, leading to an oxidative stress condition. By this 

point of view, our results indicated that in this diabetic animal model (NOD+) we do have an increased 

oxidative stress, at least, in MSCs from pancreas and kidneys. MSCs from other tissues also need to be 

investigated for the same parameters because it is likely that many MSCs from different niches can be 

affect in different ways. It is also important to keep in mind that there is no rule about the effects caused 

by hyperglycemia and that it might be different in each tissue. In support, differences in distribution and 

structure among pericytes suggest that they have vessel- or tissue- specific roles which can support the 

hypothesis of different effects in MSCs from different tissues [15]. 

Oxidative stress describes a pathologic condition in which exists an imbalance between 

production of oxidant species and antioxidants defense which either increases the amount of reactive 

species as causes damage in lipids and proteins [37]. Carbonyl assay is the most frequently used 

biomarker of measurement of protein carbonyl groups. Carbonyls can arise as a result of protein glycation 

by sugars, by the binding of aldehydes to proteins and by the direct oxidation of amino-acid side chains 

by reactive species [24]. Our results show that both pancreas and kidney MSCs presented an increase in 

carbonyl cell content. This protein damage is a consequence of the increased RS production and redox 

imbalance found in these cells. Taken together, these data support the presence of oxidative stress in 

MSCs from diabetic NOD mice.  

Abnormal mitochondrial morphology is frequently seen in many pathological conditions, 

including diabetes. Mitochondrial shape change in hyperglycemic exposure may alter structural 

organization and arrangement of respiratory chain complexes within the membrane, leading to 

perturbation of electron transport chain (ETC) activity and ROS overproduction [38]. Our results let clear 

that there is an expressive change in ultrastructural morphology in mitochondria from NOD+MSCs. Some 

studies, especially those about diabetes type 2, defend that the morphological change of mitochondria is 

an upstream causal factor for the ROS production under acute hyperglycemic stimulation while others, 

claim that change in mitochondrial morphology in hyperglycemic insult could be either the cause or 

consequence of the ROS increase [2]. According to our results, abnormal mitochondria morphology was 

detect in NOD+MSCs from both tissues analyzed which was not detect in MSCs from controls (NOD- 

and BALB/c), supporting the hypothesis that morphological dysfunction is related to onset of DM1 

disease. Thus, many mitochondria in the electronic microscopic image present a morphologic dysfunction 

known as “swelling mitochondrial” which has been associated with increased ROS production and 

oxidative stress [39].  Mitochondrial swelling is defined as an “increase in the volume of mitochondria 
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due to an influx of fluid” which seems to affect mitochondrial electron transport, leading to an increased 

in ROS production [40]. 

According to our results, we confirm the presence of oxidative stress caused by hyperglycemia 

on mesenchymal stem cells isolated from pancreas and kidney of diabetic mice, and considering the 

perivascular niche of MSCs in vivo[41], we believe that other tissues may also have their cells affected in 

some way. Although our results indicate an oxidative stress of MSCs in diabetic mice, we did not 

evaluate the existence of a possible adaptation of these cells to this condition. The search for changes in 

the basic characteristics of these cells such as proliferation, adhesion, migration and differentiation 

capacity is extremely important for future therapies aimed at transplanting autologous stem cells in 

patients with DM1. 

Conclusion 

In summary, our results support the presence of oxidative stress caused by hyperglycemia in 

MSCs from diabetic NOD mice (NOD+). These NOD+MSCs showed an expressive change in 

ultrastructural morphology of mitochondria, an increase in reactive species content, imbalance of 

antioxidant enzymes activity and a oxidative damage  in proteins compared to non-diabetic controls 

NOD- and BALB/c.  
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A hiperglicemia, uma característica presente na patologia do diabetes 

mellitus, é capaz de ativar diversas rotas metabólicas que produzem espécies 

reativas de oxigênio (ROS). Um aumento significativo na concentração 

intracelular de ROS pode ser uma conseqüência do aumento do metabolismo 

de mitocôndrias e/ou de uma redução das defesas antioxidantes da célula. Na 

presença de altas concentrações de glicose circulante, o aumento no fluxo de 

elétrons através da cadeia transportadora de elétrons na mitocôndria, aumenta 

a razão ATP/ADP, levando a hiperpolarização do potencial de membrana da 

mitocôndria, o que, por sua vez, leva a uma inibição parcial do transporte de 

elétrons no complexo III, resultando em um acúmulo de elétrons na coenzima 

Q. Este excesso de elétrons acumulados leva a uma redução parcial da 

molécula de oxigênio que acaba gerando o radical superóxido. Esta disfunção 

mitocondrial pode ilustrar a ligação existente entre os altos níveis de glicose e 

as principais rotas responsáveis por danos em proteínas e lipídeos que afetam 

diversas atividades biológicas como a proliferação celular e a apoptose (Rolo e 

Palmeira, 2006).   

A produção mitocondrial do radical superóxido causa a inibição da 

enzima GAPDH (gliceraldeído-3- fosfato desidrogenase) e, conseqüentemente, 

o acúmulo de intermediários da via glicolítica que, por sua vez, são capazes de 

ativar quatro importantes rotas diante de uma condição de hiperglicemia: I) a 

glicosilação de proteínas que produz produtos finais de glicação avançada 

(AGEs); II) aumento da via do sorbitol com uma conseqüente diminuição de 

NADPH, o cofactor da enzima antioxidante glutationa redutase, e outros 

produtos intermediários; II) aumento de atividade da via da hexosamina, na 

qual N-acetilglicosamina é formada; e IV) ativação da proteina quinase C (PKC) 

via síntese de novo de DAG (Schalkwijk e Sthehouwer, 2005).  

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que a hiperglicemia 

relacionada ao DM1 resulta em disfunção do balanço redox em MSCs oriundas 

de pâncreas e rim de camundongos NOD diabéticos. Nossos resultados estão 

de acordo com estudos que defendem a relação entre o aumento da produção 

de ROS pela hiperglicemia e o dano ao tecido vascular o que tem sido 

relacionado ao desenvolvimento de uma grande variedade de microangiopatias 

e algumas macroangiopatias relacionadas ao diabetes (Kanasaki et al, 2013; 

Devi et al, 2013; Fu et al, 2012). Nossos dados mostram que MSCs oriundas 
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de pâncreas e rim de camundongos NOD diabéticos (NOD+) apresentam 

características de estresse oxidativo quando comparados a MSCs de 

camundongos controles NOD não diabéticos e BALB/c. Nós confirmamos a 

presença do estresse oxidativo através do aumento de espécies reativas no 

conteúdo celular, do desequilíbrio na atividade de enzimas antioxidantes (SOD, 

CAT eGPx) e do aumento do conteúdo de grupos carbonila, o que confirmou a 

presença de dano oxidativo em proteínas.  

A presença de um ambiente pró-oxidante intracelular que nós 

encontramos nas MSCs de camundongos NOD+ pode levar à ativação de 

defesas antioxidantes como um aumento da transcrição de genes de enzimas 

antioxidantes e/ou um aumento da atividade dessas enzimas. Estes 

mecanismos adaptativos protegem as células contra a toxicidade mediada por 

ROS e ajudam a manter o equilíbrio redox do tecido (Kaszubowska et al, 2011). 

A primeira enzima que participa na defesa antioxidante das células é a 

superóxido dismutase (SOD) que cataliza a dismutação do ânion superóxido 

em peróxido de hidrogênio, desempenhando uma função crítica para a 

proteção das células. Por outro lado, um estresse oxidativo prolongado 

eventualmente diminui a atividade intracelular de SOD levando a um 

desequilíbrio redox e ao surgimento de danos oxidativos (Lee SH et al, 2012). 

Sendo assim, a diminuição na atividade da SOD em MSCs de pâncreas de 

camundongos NOD+ pode ser uma conseqüência de um estresse oxidativo 

crônico que pode resultar na redução de expressão ou atividade da própria 

SOD. Além disso, em uma condição de hiperglicemia, a glicose em excesso 

pode se auto-oxidar levando a um aumento da produção de radicais livres e um 

aumento na glicação de proteínas enzimáticas, incluindo a glicação da própria 

SOD. Um estudo mostrou que em eritrócitos de pacientes diabéticos, por 

exemplo, cerca de 50% da SOD estava glicada, o que resultou em uma 

atividade bastante diminuída (Kedziora-Kornatowska et al, 1998). Nós não 

podemos afirmar o porquê houve diminuição da atividade da enzima SOD 

nessas MSCs, mas de acordo com o que já sabemos sobre o estresse 

oxidativo relacionado à hiperglicemia, é possível que um aumento na produção 

de AGE possa estar relacionado à diminuição da atividade de enzimas 

antioxidantes.   
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Por outro lado, a atividade das enzimas CAT e GPx mostraram-se 

aumentadas nestas mesmas células (MSCs de pâncreas de animais 

diabéticos). Como uma quantidade significativa de DCF foi detectada nestas 

células, nós podemos afirmar a presença de um ambiente pró-oxidante que 

possui um aumento de espécies reativas como o H2O2. Sabendo que o 

peróxido de hidrogênio é catalisado pela CAT ou pela GPx - na presença de 

glutationa reduzida (Lee SH et al, 2012), um aumento intracelular de H2O2 pode 

ser responsável pelo aumento na atividade das enzimas CAT e GPx. Além 

disso, o aumento significativo na atividade dessas enzimas pode ser uma 

conseqüência adaptativa em resposta ao aumento da concentração de 

substrato diante de um estresse oxidativo mediano o que explicaria porque 

NOD- apresentou uma atividade de GPx e CAT intermediárias (aumentadas em 

relação ao controle BALB/c, mas diminuídas em relação ao controle NOD+). 

Embora os camundongos NOD- não apresentem aumento nos níveis de 

glicose circulantes, eles apresentam uma susceptibilidade genética para o 

desenvolvimento do DM1 bem como, e a presença de um infiltrado linfocitário 

(insulite) a partir da quinta semana de vida (Signore et al, 1989).  Estas 

características poderiam justificar o aumento da atividade de CAT e GPx como 

tratando-se de uma resposta adaptativa a um estresse oxidativo mediano 

causado pela inflamação presente nestes animais.  

Apesar de apresentarem um aumento no conteúdo de espécies reativas 

bem como dano oxidativo em proteínas, as MSCs de camundongos NOD 

diabéticos oriundas do rim não apresentaram diferenças significativas em 

ralação aos controles quanto à quantidade de atividade das enzimas SOD e 

CAT. Entretanto, estas células apresentaram uma diminuição na atividade de 

GPx que, como já foi discutido acima para a redução de atividade da SOD em 

MSCs de pâncreas, pode ser uma conseqüência do estresse oxidativo crônico 

que acaba afetando diversas proteínas, incluindo enzimas antioxidantes. No 

caso da GPx em particular, além do aumento na produção de AGE, que 

poderia estar afetando diretamente a atividade da enzima, nós também 

podemos ter um problema relacionado à disponibilidade do cofator da enzima 

GPx.  O aumento da quantidade de glicose intracelular pode levar a um desvio 

desta para a via do sorbitol com uma conseqüente diminuição de NADPH e 

glutationa (Rolo e Palmeira, 2006). Sendo assim, a ausência de glutationa 
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reduzida (cofactor da enzima GPx) poderia ser responsável por diminuir ainda 

mais a atividade da GPx in vivo, levando a um desequilíbrio do padrão redox 

com o acúmulo de H2O2 e aumento de estresse oxidativo. Um estudo recente 

sobre doenças renais crônicas também demonstrou redução na atividade de 

GPx relacionada ao aumento de estresse oxidativo (Crawford et al, 2012).  

A diferença nos mecanismos de defesa antioxidante em MSCs de 

pâncreas e rim de camundongos NOD+ pode ser um indicativo de diferentes 

respostas adaptativas destas células em relação ao surgimento do estresse 

oxidativo durante o diabetes. Ainda assim, é importante ressaltar que o objetivo 

deste trabalho não é explicar porque uma enzima está mais ativa do que outra 

ou vice versa, mas sim, investigar se a hiperglicemia presente na patologia do 

diabetes afeta as MSCs destes tecidos gerando um quadro de estresse 

oxidativo. Sendo assim, nossos resultados indicaram que o neste modelo de 

animal diabético (NOD+) temos um aumento de estresse oxidativo em MSCs 

de pelo menos dois diferentes tecidos: pâncreas e rim. MSCs oriundas de 

outros tecidos também deveriam ser investigadas em relação aos mesmos 

parâmetros, pois é provável que MSCs de diferentes nichos possam ser 

afetadas de formas diferentes. Além disso, é também importante enfatizar que 

não existe uma regra sobre o efeito causado pela hiperglicemia e que isso 

pode ser diferente em cada tecido. Trabalhos, já publicados na literatura, 

descrevem que diferenças na distribuição e na estrutura dos pericitos sugerem 

que eles tenham regras tecido ou vaso específicas o que apoia a nossa 

hipótese de que MSCs oriundas de diferentes tecidos podem apresentar 

alterações distintas diante de um estresse oxidativo (Hirschi e D’Amore, 1996). 

Estresse oxidativo descreve uma condição patológica na qual existe um 

desequilíbrio entre produção de espécies reativas e defesas antioxidantes que 

pode levar a um aumento de espécies reativas e causar danos em lipídeos e 

proteínas. (Halliwell, 1999). O ensaio da dinitrofenilhidrazina é o método mais 

utilizado para a quantificação de grupos carbonilas em proteínas. Estes grupos 

podem aumentar em conseqüência da glicação de proteínas por açúcares, da 

ligação de aldeído às proteínas e da oxidação direta das cadeias laterais de 

aminoácidos por espécies reativas (Halliwell e Whiteman, 2004). Nossos 

resultados demonstram que tanto as MSCs de pâncreas quanto as de rim 

apresentaram um aumento na quantidade de grupos carbonilas no conteúdo 
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celular. Este dano protéico é uma conseqüência ao desequilíbrio redox visto 

nestas células. Analisados em conjunto, esses resultados confirmam a 

presença de estresse oxidativo em MSCs de camundongos NOD diabéticos. 

Uma alteração da morfologia mitocondrial é freqüentemente vista em 

muitas condições patológicas, incluindo o diabetes. Mudanças na forma da 

mitocôndria, pela presença de um ambiente com altas concentrações de 

glicose pode alterar a organização estrutural e o arranjo de complexos da 

cadeia respiratória dentro da membrana, levando a perturbações na atividade 

da cadeia transportadora de elétrons e uma produção aumentada de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) (Moreira e Oliveira, 2011). Nossos resultados 

demonstram que existe uma mudança expressiva na morfologia ultra-estrutural 

das mitocôndrias oriundas de MSCs de NOD+. Alguns estudos, principalmente 

os relacionados ao diabetes tipo 2, defendem que mudanças morfológicas nas 

mitocôndrias são a causa do aumento da produção de ROS diante de um 

estímulo hiperglicêmico agudo, enquanto outros, afirmam que as alterações na 

morfologia mitocondrial podem atuar tanto como causa quanto como 

conseqüência do aumento de ROS (Rolo e Palmeira, 2006). De acordo com os 

nossos resultados, a disfunção na morfologia das mitocôndrias foi detectada 

em MSCs de NOD+ de ambos tecidos analisados o que não foi visto em MSCs 

dos camundongos controles (NOD- e BALB/c), apoiando a hipótese de que a 

alteração na morfologia mitocondrial está relacionada ao início do diabetes.  

Dentre as alterações visualizadas por microscopia eletrônica, muitas 

mitocôndrias presentes em MSCs de camundongos NOD+ apresentaram uma 

disfunção morfológica conhecida como “inchaço mitocondrial (swelling 

mitochondrial, em inglês), o que tem sido associado com um aumento na 

produção de ROS e estresse oxidativo (Galindo et al, 2003). Este inchaço 

mitocondrial é definido como um aumento no volume da mitocôndria devido à 

entrada de fluídos, o que parece afetar a cadeia transportadora de elétrons, 

levando ao aumento na produção de ROS (Kaasik, et al, 2007). 

Através dos nossos resultados, confirmamos a presença de estresse 

oxidativo pelo efeito da hiperglicemia nas células-tronco mesenquimais 

isoladas de pâncreas e rim e, considerando que a zona perivascular é o nicho 

das MSCs in vivo (da Silva Meirelles et al, 2008), acreditamos que outros 

tecidos possam também ter suas células afetadas de alguma forma. Apesar 
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dos nossos resultados indicarem um estresse oxidativo nas MSCs de 

camundongos diabéticos, nós não avaliamos a existência de uma possível 

adaptação destas células a esta condição. A busca por alterações nas 

características básicas destas células, como proliferação, adesão, capacidade 

de migração e diferenciação é de extrema importância para futuras terapias 

que visem o transplante de células-tronco autólogas em pacientes com DM1. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

5.  CONCLUSÃO 
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De acordo com os nossos resultados, célula-tronco mesenquimais 

(MSCs) oriundas de camundongos diabéticos da linhagem NOD apresentaram 

um aumento nos níveis de espécies reativas (ensaio DCF-DA), alterações na 

atividade de enzimas antioxidantes e dano oxidativo em proteínas (ensaio 

dinitrofenilhidrazina) quando comparadas aos camundongos controles NOD 

não diabéticos e BALB/c. Estas três características associadas confirmam a 

presença de estresse oxidativo causado por um quadro de hiperglicemia 

crônica, característico do diabetes mellitus tipo 1 (DM1) que está associado a 

alterações no tecido vascular que favorecem o surgimento de micro e 

macroangiopatias.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

6.  PERSPECTIVAS 
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Existe uma justificada, intensa e constante pesquisa em torno do DM1 

em todo o mundo, particularmente, para um melhor entendimento dos 

mecanismos de desenvolvimento da doença e avanços na prevenção e no 

tratamento da mesma. Assim, com o objetivo de darmos continuidade a este 

estudo aperfeiçoando o desenho experimental, destacamos como perspectivas 

a avaliação da produção de ROS mitocondrial através de uma análise por 

MitoSOX e a avaliação da viabilidade celular através de um ensaio de MTT. 

Estes resultados poderiam nos dar um aporte maior para o entendimento do 

papel da disfunção mitocondrial nas MSCs de camundongos NOD diabéticos. A 

determinação do imunoconteúdo das enzimas SOD, CAT e GPx pelo ensaio de 

western blotting também é uma perspectiva que pretendemos realizar em 

breve. O resultado do imunoconteúdo destas enzimas complementaria os 

nossos resultados de atividade enzimática, justificando se os aumentos/ 

decréscimos encontrados na atividade destas enzimas foram devido a 

mudanças na quantidade das mesmas, o que poderia suscitar a hipótese de 

um aumento na expressão gênica dessas enzimas. A determinação de dienos-

conjugados poderia ser útil para determinar com mais acurácia danos 

oxidativos a lipídios de membrana visto que o tratamento é feito em meio de 

cultura e é a membrana que primeiro deve lidar com as consequências do 

aumento na concentração de glicose. Também seria interessante o isolamento 

das proteínas de membrana e a determinação por blotting dos níveis de 

glicação das mesmas e dos imunoconteúdos de grupamentos carbonila. 

Ainda, futuros estudos nesta área poderiam continuar investigando os 

intrigantes processos que envolvem as MSCs no DM1, avaliando a existência 

de uma possível adaptação destas células ao estresse oxidativo. Este possível 

defeito adaptativo poderia ser avaliado através da existência de alguma 

alteração nas características básicas destas células como proliferação, adesão, 

capacidade de migração e diferenciação. 
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