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RESUMO

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) € uma doenga autoimune caracterizada pela
destruicdo das células [ pancreaticas, resultando em deficiéncia de insulina e
comprometimento da homeostase glicémica. Estudos tém demonstrado que os
linfocitos B-1 desempenham fungdes imuno reguladoras importantes e podem atuar
na prevengéao do diabetes autoimune experimental. Neste contexto, o presente estudo
teve como objetivo avaliar os efeitos da transferéncia adotiva de linfocitos B-1
reprogramados metabolicamente sobre parametros glicémicos, histopatologicos e
imunolégicos em camundongos XID submetidos a indugdo experimental do diabetes
por estreptozotocina (STZ). Os animais foram distribuidos em grupos tratados com
linfocitos B-1 produtores de insulina em diferentes momentos, precocemente ou apos
o estabelecimento do diabetes induzido. Foram avaliados quanto ao peso, evolugao
da glicemia, teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (TTGip), distribuicdo de
linfécitos B-1 em diferentes tecidos, rastreio das células transferidas, morfologia
pancreatica e expressao de insulina nas ilhotas pancreaticas. A indugao do diabetes
por STZ promoveu hiperglicemia persistente, intolerancia a glicose e alteragdes
estruturais severas nas ilhotas pancreaticas. A transferéncia adotiva de linfcitos B-1
reprogramados resultou em respostas heterogéneas entre os animais, sendo
observados individuos respondedores e nao respondedores ao tratamento. Os
animais respondedores apresentaram melhor controle glicémico, melhor capacidade
de recuperacgao glicEmica apos sobrecarga de glicose. Além disso, exibiram melhor
preservacao da arquitetura pancreatica, com presenca de ilhotas mais organizada
morfologicamente e imunomarcagéo compativel com produgéo residual de insulina.
Em contrapartida, os animais ndo respondedores apresentaram perfil semelhante ao
grupo diabético nao tratado, caracterizado por hiperglicemia persistente, elevada AUC
e maior comprometimento estrutural pancreatico, apesar da presenca de insulina no
tecido pancreatico. A analise morfométrica das ilhotas ndo demonstrou diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos para area e perimetro, embora tenha
sido observada tendéncia de melhor preservacdao morfolégica em parte dos animais
respondedores. A avaliagao fenotipica revelou aumento da frequéncia de linfocitos B-
1 no peritbnio dos grupos tratados, no entanto, a analise individual demonstrou
auséncia dessas células no peritbnio de animais respondedores enquanto
aumentavam no figado, diferentemente do observado em animais nao respondedores.

No baco foi observada reducédo significativa dessa populagdo em comparagédo ao



grupo STZ, sugerindo possivel modulacdo da resposta imune sistémica apés a
transferéncia adotiva. A analise morfolégica do inéculo revelou o surgimento de uma
populagao celular de menor tamanho, que aparece com maior frequéncia que os
linfocitos esperados pelo cultivo padrédo. Em conjunto, os resultados demonstram que
a transferéncia adotiva de linfécitos B-1 reprogramados metabolicamente foi capaz de
promover efeitos benéficos em parte dos animais tratados, contribuindo para melhora
da tolerancia a glicose e preservagao parcial da fungéo pancreatica. Entretanto, a
variabilidade observada entre os individuos indica que a resposta terapéutica pode
depender de fatores relacionados tanto as caracteristicas dos linfocitos transferidos,
sua capacidade migratéria e estabelecimento em diferentes 6rgaos, quanto a fatores
ainda desconhecidos no hospedeiro, reforcando a complexidade dos mecanismos
envolvidos e o potencial dos linfécitos B-1 como alvo para estratégias inovadoras no
tratamento do DM1.

Palavras-chave: Diabetes mellitus tipo 1; Insulina; Transferéncia adotiva;

Estreptozotocina; Tolerancia a glicose.



ABSTRACT

Type 1 Diabetes (T1D) is an autoimmune disease characterized by pancreatic
B-cells destruction, resulting in insulin deficiency and impaired glycemic homeostasis.
Studies have demonstrated that B-1 lymphocytes play an important immunoregulatory
function and may contribute to the prevention of experimental autoimmune diabetes.
In this context, the present study aimed to evaluate the effects of the adoptive transfer
of metabolically reprogrammed B-1 lymphocytes on glycemic, histopathological, and
immunological parameters in XID mice subjected to streptozotocin (STZ)-induced
experimental diabetes. Animals were allocated into groups receiving insulin-producing
B-1 lymphocytes either at an early stage or after the establishment of STZ-induced
diabetes. Body weight, blood glucose progression, intraperitoneal glucose tolerance
test (IPGTT), B-1 lymphocyte distribution in different tissues, tracking of transferred
cells, pancreatic morphology, and insulin expression within pancreatic islets were
evaluated. STZ-induced diabetes promoted persistent hyperglycemia, glucose
intolerance, and severe structural alterations in pancreatic islets. Adoptive transfer of
metabolically reprogrammed B-1 lymphocytes resulted in heterogeneous responses
among treated animals, allowing the identification of responder and non-responder
individuals. Responder animals exhibited improved glycemic control and enhanced
glucose clearance following glucose challenge. Furthermore, they showed better
preservation of pancreatic architecture, with morphologically more organized islets and
immunostaining compatible with residual insulin production. In contrast, non-responder
animals displayed a profile similar to that of untreated diabetic mice, characterized by
persistent hyperglycemia, increased area under the curve (AUC) values during glucose
tolerance testing, and greater pancreatic structural impairment, despite the presence
of insulin-positive staining within pancreatic tissue. Morphometric analysis of
pancreatic islets revealed no statistically significant differences among groups
regarding islet area and perimeter, although a trend toward better morphological
preservation was observed in some responder animals. Phenotypic analysis
demonstrated an increased frequency of B-1 lymphocytes in the peritoneal cavity of
treated groups. However, individual analysis revealed the absence of these cells in the
peritoneum of responder animals, concomitant with increased frequencies in the liver,
a pattern distinct from that observed in non-responders. In the spleen, a significant
reduction in this population was observed compared with the STZ group, suggesting a

possible modulation of the systemic immune response following adoptive transfer.



Morphological evaluation of the inoculum also revealed the emergence of a smaller-
sized cell population, occurring at a higher frequency than the lymphocytes typically
observed under standard culture conditions. Taken together, these findings
demonstrate that the adoptive transfer of metabolically reprogrammed B-1
lymphocytes could promote beneficial effects in a subset of treated animals,
contributing to improved glucose tolerance and partial preservation of pancreatic
function. However, the variability observed among individuals indicates that therapeutic
responsiveness may depend on factors related to the characteristics of the transferred
lymphocytes, their migratory capacity and establishment within different organs, as well
as host-related factors that remain to be elucidated. These findings highlight the
complexity of the mechanisms involved and support the potential of B-1 lymphocytes
as a target for innovative therapeutic strategies in T1D.

Keywords: Type 1 diabetes mellitus; Insulin; Adoptive transfer; Streptozotocin;

Glucose tolerance.



SUMARIO

1 INTRODUGAO. ..ottt n e e enn e 13
2 OBUETIVOS ... .. e e e e e e e e e e e e e ens 19
2.1 ODBJEtIVO GEIaAl......eeiiiiiiiiiiieiee e 19
2.2 ODbjetivOos ESPECITICOS. ....uuiiiiiiiiiiieiiieee et 19
3 MATERIAL E METODOS...........oovivieieeeeeeeeeeeeeeeee e, 20
3.1 Delineamento Experimental............ccoouuiiiiiiiiiiiici e 20
X Tt Ot O /B o TSR 20
K Bt I s I 1Yo B URTPPPPPP 20
3.2  Animais (BALB/c e BALB/c XID) e os Grupos Experimentais..................... 22
3.3  Obtengao de Linfocitos B-1 da cavidade peritoneal de camundongos

BALB/c e aplicagcéo do protocolo de reprogramacgédo metabdlica..............cc.coc....... 23
3.4  Analise Morfologica por Flow Imaging Microscopy (FIM)............cooeiiiinnnns 24
X S T | B V1Y o USRS 24
3.5.1 Indugéo do diabetes em Camundongos XID..........cccccueeieeiiiiiirieeeeeeeeeenienns 24
3.5.2 Marcagao de células B-1 com cell trace FarRed............ccccceevvvvveervveeiannn, 24

3.5.3 Transferéncia adotiva de Linfécitos B-1 marcados ou ndo com cell trace

FarREd. ... ..o e 25
3.5.4 Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (TTGIP).........ccoeeeeecivrviriennnne. 25
3.5.5 Necropsia e coleta dOS Orga0S. .........uuuuiiiiiiiiiiiiiaaeeeee e 26
3.5.6 HIStopatologia. ......ccuuuuiiiiiiii e 26

3.5.7 Rastreio de células B-1 no baco, pancreas e figado pela expressao do
FarRed usando a técnica de print..............oooooriiiiieiiiiieee e 27

3.5.8 Analise das populagdes de células B-1 presentes na cavidade peritoneal,

baco e figado, por citometria de fluXO............iiiiiiiiiiiii e 27
3.5.9 Marcacéao de granulos de insulina pela técnica de imunofluorescéncia......28
3.5.10 Analise EstatiStiCa....... ..o 29
4 RESULTADOS. ...ttt e e e e e e e e e e e e e e nrn e 30
5 DISCUSSAD. ...t en et ene e 50
6 CONCLUSOES E CONSIDERAGOES FINAIS..........ccocoooiiiieeeeeeee, 61

REFERENCIAS.........oooooeioeeeeeeeeeee e en e eens 62

ANEXO 1 - APROVAGAO DO COMITE DE ETICA PARA O USO DE
ANIMAIS BALBIC ... 73



ANEXO 2 - APROVAGAO DO COMITE DE ETICA NO USO DE

ANIMAIS ..ottt 74
ANEXO 3 - APROVAGAO DO RELATORIO PARCIAL DO PROJETO DE
PESQUISA . ...ttt 75
ANEXO 4 - APROVAGAO DA EMENDA PARA AUMENTO NO NUMERO
DE ANIMAIS........oomiiieeeeeee et 76
ANEXO 5 - CELULA B PANCREATICAS CORADAS POR
IMUNOFLUORESCENCIA, EM VERDE A PRODUCAO DE INSULINA E
AZUL OS NUCLEOS CELULARES..........c.cocooviieeeeeeeeeeeeeeeeeer e, 77



13

1 INTRODUGAO

O diabetes melittus tipo 1 (DM1) é uma doencga autoimune 6rg&o especifica
onde ocorre a destruicido das células beta pancreaticas que sao produtoras de
insulina. Por se tratar de uma doenca onde ha produgao ou acgao insuficientes da
insulina compreende como sinais e sintomas o aumento dos niveis glicémicos,
disturbios no metabolismo de proteinas, gorduras e carboidratos (HOLT et al.,
2021). Ha possibilidade ainda de desenvolvimento de alteragcbes estruturais em
outros sistemas, com o surgimento de retinopatias, nefro e neuropatia, além de
doencas coronarianas e outros.

Desde 1996, com os estudos classicos de Serreze et al. (1996), fala-se do
papel relevante dos linfécitos B no desenvolvimento do DM1 (SERREZE et al.,
1996). No inicio do século, sua participagao foi considerada controversa, havendo
autores que defendiam sua contribuicdo para o desenvolvimento da doenca
(ANDERSON; BLUESTONE, 2005. FIFE et al., 2006) enquanto outros sugeriam
que essas células poderiam ndo ser essenciais para o processo (WONG; WEN,
2005). Atualmente, evidéncias indicam os linfécitos B como autores ativos da
imunopatogénese do DM1, atuando ndo apenas na produgédo de autoanticorpos,
mas também na apresentacdo de autoantigenos, ativagdo de linfocitos T
autorreativos e modulagdo da resposta inflamatéria das ilhotas pancreaticas
(BOLDISON; WONG, 2021. SCHEM; et. Al., 2022), embora os linfécitos T
permanegam como 0s principais efetores da destruicdo pancreatica.

Dentre as populacbées de linfocitos B, o subtipo B-1 apresenta um papel
ainda controverso no desenvolvimento do diabetes. Embora a literatura venha, ao
longo dos anos, reforgando a participacdo dos linfécitos B na patogénese e na
regulacdo da doencga, a atuagao especifica dos linfocitos B-1 permanece pouco
esclarecida.

Os linfocitos B-1 diferem dos linfécitos B-2 convencionais, quanto sua
ontogenia, caracteristicas funcionais e fenotipicas (SMITH; BAUMGARTH, 2019).
Quanto a sua origem, os linfécitos B-1 possuem precursores diferentes dos
linfocitos B-2, além de caracteristicas genéticas distintas para manter as geracoes
de populagdes celulares (MONTECINO-RODRIGUEZ et al., 2016).

As células B-1 tém origem a partir de tecidos embrionarios e fetais. No

entanto, duas sao as hipoteses acerca de sua origem, sendo que na primeira 0s
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precursores das células B-1 derivam de células que reorganizam seus genes
durante o periodo fetal e neonatal, sendo entao ativados em diferentes momentos
do sistema imunitario (HARDY; HERZENBERG; KANTOR, 1993). Na segunda
hipétese entende-se que tanto linfécitos B-1 quanto linfécitos B-2 vém de um
progenitor comum que sob influéncia de sinais especificos durante seu processo
de desenvolvimento e selecdo dara origem a um ou outro (HAUGHTON et al.,
1993). Embora sua origem permanega controversa €& concordante que a
manutencao dos linfécitos B-1 depende da sua capacidade de autorrenovacao em
camundongos adultos (BAUMGARTH, 2011; SMITH; BAUMGARTH, 2019).

Além das ja citadas diferengcas ontogénicas ha as diferencas fenotipicas
entres essas ceélulas, dentre elas, os linfécitos B-1 além dos marcadores comuns
ao linfécito B como CD19, IgM, IgD e B220, apresenta também a molécula CD11b,
marcador este tipico de macréfago. Anteriormente acreditava-se que
diferentemente das células B-2, os linfécitos B-1 ndo expressassem a molécula
CD23 (KANTOR; HERZENBERG, 1993), entretanto evidéncias mais recentes
indicam que a expressao de CD23 pode ocorrer em determinadas subpopulacdes
ou sob condigbes especificas de ativacdo, ndo sendo, portanto, absolutamente
ausente (GRIFFIN; ROTHSTEIN, 2012). Podem ainda ser subdivididos em linfécito
B-1a, quando ha o marcador CD5 e linfécito B-1b quando ndo o possuem. (HARDY,
2006). Os linfécitos do tipo B-1 sdo também conhecidos por um maior repertorio de
IgMs naturais (HERZENBERG et al., 1986; KANTOR; HERZENBERG, 1993).

Em camundongos, os linfocitos B-1 encontram-se predominantemente nas
cavidades peritoneal e pleural, onde representam uma parcela significativa da
populacdo de células B locais. Em contraste, os linfécitos B-2 predominam em
orgaos linfoides secundarios, como baco e medula éssea, estando principalmente
associados as respostas adaptativas convencionais (SUCHANEK; CLATWORTHY,
2023; HIERONIMUS; HUAUX, 2023; YENSON; BAUMGARTH, 2021).

Os linfécitos B-1 podem ser encontrados no peritbnio, linfonodos
mesenteéricos e lamina propria intestinal. Estas células podem através do omento
sair da cavidade peritoneal, desenvolverem-se nos linfonodos para-timicos e
alcangar a corrente sanguinea através dos ductos linfaticos (ANSEL; HARRIS;
CYSTER, 2002). Ha ainda a possibilidade de que estas células cheguem ao
intestino diretamente através do omento (ALLMAN; PILLAI, 2008).

Para estudar a importancia das células B-1 na resposta imune através da
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transferéncia adotiva de linfécitos B € comumente utilizado os camundongos com
imunodeficiéncia ligada ao cromossomo X (XID), ja que devido uma mutagao os
receptores de linfécitos B ndo sao ativados, levando ao ndo desenvolvimento
normal destas células e consequentemente uma redu¢cdo no numero de linfécitos
do tipo B-2 e deficiéncia severa naqueles do tipo B-1 (KHAN et al., 1995).

Os linfécitos B-1 apresentam multifuncionalidade e ja foi descrito seu papel
na protegao contra agentes infecciosos (ALUGUPALLI et al., 2004. BAUMGARTH
et al., 1999. CHOI; BAUMGARTH, 2008). Neste contexto, pode modular o perfil de
citocinas, as populagdes peritoneais, incluindo o papel de linfocitos TCD8+
(LANGANKE DOS SANTOS et al., 2018. DE OLIVEIRA et al.,, 2024). Em
contrapartida os linfocitos B-1 também podem atuar como facilitadores de infeccdes
microbianas como, por exemplo, no caso de tornar os camundongos BALB/c mais
suscetiveis a infecgado por Paracoccidioides brasiliensis quando comparados aos
camundongos BALB/c XID (POPI et al., 2008).

Linfécitos B-1 s&o capazes de gerar imunoglobulinas (lg) poli especificas de
baixa afinidade quando comparados as células B convencionais (LALOR;
MORAHAN, 1990). Sao células sensiveis aos agonistas de Receptores do Tipo Toll
(TLRs) que ativam diretamente essas células e provocam a secregdo de Igs
(GURURAJAN; JACOB; PULENDRAN, 2007).

Devido sua caracteristica de ativagcdo direta por Padrdées Moleculares
Associados a Patéogenos (PAMPs), as células B-1 sdo também chamadas de
células timo independente (Tl) (RAWLINGS et al., 2012), assim como as células
MZB (linfécitos B da zona marginal). Ambas séo conhecidas como células B inatas,
(ILBs, do inglés Innate-like B cells) (KEARNEY, 2005).

As células B-1 que saem do peritbnio rumo ao foco inflamatério se
diferenciam em fagocitos mononucleares derivados de células B-1 também
conhecidos por “fagocitos derivados de células B-1 (B-1 CDP, do inglés: B-1 cells
derived phagocytes) (ALMEIDA et al., 2001). Neste processo os linfocitos perdem
alguns marcadores como IgM, CD19 e B220 mas permanecem expressando o
marcador mieloide CD11b e passa a expressar o F4/80, também mieloide (POPI et
al., 2008; POPI et al., 2009).

O potencial pluripotente das células B-1 também foi descrito em outros
trabalhos da literatura que demonstram, por exemplo, o potencial dessas em se

diferenciar em células semelhantes ao osteoclasto. Nestes estudos células B-1
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provenientes de culturas de células peritoneais foram replagueadas e estimuladas
e apos 11 dias apresentaram células que expressavam fosfatase acida resistente
ao tartarato (TRAP, do inglés: tartrate-resistant acid phosphatase), sendo este um
marcador para identificacdo de osteoclastos, estes por sua vez apresentaram in
vitro a capacidade de desmineralizagao (SHEN et al., 2015).

Nesse contexto, Alvares-Saraiva et al., descreveram pela primeira vez em
2015 a atividade reguladora dos linfocitos B1 no controle do diabetes autoimune
induzido por injegdes de estreptozotocina (STZ), quando foi realizada a
transferéncia de linfocitos B-1 de camundongos saudaveis WT para animais XID,
que sao deficientes em células B-1, estes tornaram-se resistentes ao
desenvolvimento induzido de diabetes por STZ. Foi demonstrado, ainda, que a
injecdo intramuscular do sobrenadante das culturas de linfocito B-1 é capaz de
realizar o controle glicémico em camundongos diabéticos (ALVARES-SARAIVA et
al., 2015).

O papel dessas células na patogénese do diabetes permanece
desconhecido e controverso. Estudos conduzidos com camundongos NOD que
desenvolveram diabetes de forma espontanea mostraram que os linfécitos B-1
atuam nas ilhotas pancreaticas provocando o inicio da insulite e por consequéncia
desenvolvendo o diabetes e seus sintomas (KENDALL et al., 2004). Estes
camundongos possuem maior quantidade de células B-1 no bago, onde produzem
IgMs que irdo se ligar a antigenos da ilhota (CORTE-REAL et al., 2009).

Mais tarde, os mesmos autores demonstraram que in vitro os linfécitos B-1a
secretam IgM e que, apods se ligarem as células B pancreatica, expressam oxido
nitrico sintase levando ao estresse oxidativo (CORTE-REAL et al., 2012).

A plasticidade funcional dos linfocitos B-1, embora amplie seu potencial
terapéutico, representa desafio experimental, uma vez que culturas ex vivo
apresentam limitada manutencdo e expansao celular, dificultando obtencdo de
populacdes estaveis e padronizadas para aplicagcdes translacionais.

Estudos de Alvares-Saraiva, levando em consideragao o potencial de se
diferenciar e a responsividade a estimulos dos linfécitos B-1, prop6s a aplicagcao de
um protocolo para aperfeicoar a produgao de insulina por essas células, além de
levar em conta aspectos como a sobrevivéncia e expansao in vitro, visando a
construgédo de uma terapia para controle glicémico de individuos diabéticos. Tal

protocolo utilizou camundongos BALB/c saudaveis, de onde foram coletadas as
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células peritoneais aderentes. O protocolo de cultivo foi dividido em duas partes:
expansao e diferenciacdo. Na primeira fase, os linfécitos B-1 e os macréfagos
obtidos foram cultivados em meio suplementado com 20mM de glicose e crotoxina
por trés dias (MELO; LUZ; SARAIVA, 2022). A crotoxina (CTX) é uma subunidade
do veneno da cascavel com agao na regulagdo metabdlica de células do sistema
imune (FARIAS et al., 2017. LIMA et al., 2012) e, sobre as células B-1, promoveu
maior viabilidade celular e diminuicdo da taxa de morte por apoptose no protocolo
de reprogramacao proposto (ALVARES-SARAIVA et.al., 2021). Na segunda fase,
as células foram recultivadas em meio contendo 30mM de glicose e nicotinamida,
por mais trés dias, caracterizando a fase de diferenciacao celular (MELO; LUZ;
SARAIVA, 2022). A nicotinamida, individualmente, promoveu aumento na
expressao dos granulos de insulina, aumento do citoplasma celular e surgimento
de novas organelas, o que sugere autofagia e aumento da atividade metabdlica
celular (ALVARES-SARAIVA, et.al. 2021).

Um dos achados mais relevantes relacionados a plasticidade metabdlica dos
linfocitos B € a demonstragao de que essas células ndo apenas aumentam sua
atividade energética apds ativagao, mas remodelam dinamicamente multiplas vias
metabdlicas de forma integrada, incluindo glicdlise, fosforilagdo oxidativa
mitocondrial (OXPHOS) e metabolismo de acidos graxos (VIVAS-GARCIA;
EFEYAN, 2022), suprindo a demanda energética e atuando diretamente na
definicado do fendtipo funcional celular.

Células B-1 apresentam perfil metabolicamente mais ativo que linfocitos B-2
foliculares, exibindo maiores taxas basais de glicélise, metabolismo lipidico e
respiracdo mitocondrial, sugerindo que o metabolismo participa diretamente da
manutengao de suas propriedades funcionais e de sua plasticidade fenotipica
(CLARKE et al., 2018). Além disso, os autores reforcam que essas adaptagdes
metabdlicas sdo reversiveis e altamente reguladas, permitindo que estimulos
ambientais modulem a funcio celular por meio de mecanismos metabdlicos e
epigenéticos interligados. Esses achados sustentam a hipdtese de que
intervengcdes capazes de modificar o metabolismo celular podem alterar
funcionalmente linfécitos B, influenciando sua sobrevivéncia, proliferacao,
diferenciacao e potencial terapéutico.

Em linfécitos B-1 reprogramados in vitro para a produgado de insulina,

diferentemente do que ocorre nas células beta pancreaticas, o transportador de
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glicose responsavel pela entrada dessa molécula na célula é o GLUT1 e a
fosforilagado em glicose-6-fosfato (G6F) se da por meio da hexoquinase (MELO;
LUZ; SARAIVA, 2022). A reprogramacéo metabodlica aumentou a sobrevivéncia e
proliferagdo celulares, mantendo a expressado do gene de insulina (MELO; LUZ;
SARAIVA, 2022). Nos leucécitos a presencga do transportador de glicose 1 (GLUT1)
€ o responsavel pela entrada da glicose na célula, sendo esta molécula a fonte
principal de energia para célula (JELLUSOVA; RICKERT, 2016). A oxidagao da
glicose gera compostos importantes para manutengcdo da célula. Outras
importantes vias de geragao de ATP nessas células sdo através da oxidagao de
acidos graxos e glutamina (NEWSHOLME; GORDON; NEWSHOLME, 1987). Ja
dentro das células B pancreaticas a glicose passa pelo processo de fosforilagéo e
se transforma em G6F por intermédio das glicoquinases, sendo este um processo
altamente eficaz (MEGLASSON; MATSCHINSKY,1984).

Embora o protocolo tenha aumentado sobrevivéncia e expanséo celular,
permanece desconhecido se a populagdo resultante mantém o potencial
terapéutico previamente observado para linfécitos B-1 nativos ou se a
reprogramacgao altera funcionalmente sua atividade in vivo. E, considerando a
natureza multifuncional dos linfocitos B-1, a reprogramacgao ex vivo pode favorecer
subpopulagdes funcionalmente distintas, tornando necessaria a validacdo do
comportamento bioldgico dessas células apdés transferéncia adotiva.

Deste modo, o presente estudo avaliou os efeitos da transferéncia adotiva
de linfocitos B-1 reprogramados em diferentes tempos de inoculagéo e observagéo.
O estudo in vivo do potencial hipoglicemiante dessas células, reprogramadas in
vitro, € passo fundamental para validar o protocolo de reprogramagao metabdlica
e, assim, permitir o avango nos estudos de linfocitos B-1 como potencial terapia

celular para pacientes diabéticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar o potencial de linfocitos B-1 reprogramados metabolicamente para
producao de insulina in vitro de regular a glicemia de camundongos diabéticos apds

a transferéncia celular adotiva.

2.2 Objetivos Especificos

- Reproduzir o protocolo de reprogramacgao metabdlica em culturas de
células peritoneais aderentes, a fim de aumentar a produgcdo de insulina por
linfécitos B-1;

- Testar in vivo a capacidade reguladora da glicemia de linfécitos B-1 apos
serem submetidas ao protocolo de reprogramagao metabdlica;

- Rastrear os linfécitos B-1 marcados com cell trace FAR RED transferidos
adotivamente para camundongos XID.

- Investigar o controle do diabetes em camundongos diabéticos submetidos
a terapia com linfocitos B-1.

- Determinar o melhor momento para a realizacdo da transferéncia adotiva
de linfécitos B-1 reprogramados, a partir dos resultados de controle glicEémico.

- Avaliar histologicamente o tecido pancreatico de camundongos XID
submetidos a STZ, transferidos ou ndo com células B-1.

- Determinar a area, o perimetro e a expressao de insulina em ilhotas
pancreaticas de camundongos XID submetidos a STZ, transferidos ou ndo com
células B-1.

- Avaliar diferengas morfoldgicas, distribuicdo de tamanho e concentragao
celular do inéculo de linfécitos B-1 reprogramados comparado com os linfécitos

cultivado em meio R10.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento Experimental
3.1.1 In Vitro

Esta pesquisa consistiu no cultivo de células peritoneais aderentes
submetidas a um protocolo de reprogramacao metabdlica (PRM), com expanséo e
diferenciacao de linfocitos B-1 em células produtoras de insulina. Foram utilizados
camundongos BALB/c para obtencédo de linfécitos B-1 peritoneais. As células
peritoneais aderentes foram tratadas por trés dias com crotoxina em meio High
Glucose (HG) com 20mM de glicose para proliferacdo da populagao. No terceiro dia
foi realizada a troca do meio e acrescido HG 30mM e nicotinamida para otimizar a
producao dos granulos de insulina. No sexto dia as células B-1 contendo granulos
de insulina foram coletadas e para serem administradas nos animais previamente
induzidos ao DM com STZ.

3.1.2 In Vivo

Camundongos BALB/c XID foram induzidos ao diabetes com STZ e
receberam de forma adotiva a transferéncia de linfécitos B-1 aos 6 ou 15 dias apods
o inicio do protocolo com STZ e foram monitorados quanto ao peso e valores
glicémicos semanalmente até o fim do experimento. Lotes de animais que
receberam linfocitos B-1 no 6° dia foram eutanasiados aos 15 e 22 dias e os que
receberam a transferéncia adotiva no 15° dia foram eutanasiados aos 22 e 29 dias
apos o inicio do protocolo com STZ. Animais do grupo controle que nao foram
induzidos ao diabetes, ou seja, ndo passaram pelo protocolo com STZ e néo
receberam transferéncia adotiva de linfécitos B-1 e os do grupo STZ, ou seja,
aqueles que passaram pelo protocolo com STZ, mas nao receberam o tratamento
com linfécitos B-1 foram ambos eutanasiados aos 29 dias, juntamente com o ultimo
lote experimental.

Os momentos de eutanasia foram decididos visando mimetizar o diagnéstico
precoce da doenga bem como seu estagio crénico.

A figura 1 mostra esquematicamente A) o protocolo de reprogramacgao

metabdlica de linfocitos B-1 e B) as etapas in vivo do experimento.
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Camundongos BALB/c XID induzidos ao

diabetes e
linfécitos B-1.

transferéncia adotiva dos

Monitoramento e controle do diabetes.

Eutanasia e coleta de orgaos para
pesquisa e rastreio de células B-1

Figura 1- A) Esquema do protocolo de Reprogramacgédo Metabdlica (PRM) aplicado aos
linfécitos B-1 ao longo de 6 dias de cultura, incluindo suplementagéo sequencial com altas
concentragoes de glicose (HG), crotoxina e nicotinamida, resultando na diferenciagdo de
células B-1 produtoras de insulina. B) Delineamento experimental in vivo utilizando
camundongos BALB/c XID induzidos ao diabetes e submetidos a transferéncia adotiva de
linfécitos B-1, seguido de monitoramento glicémico, eutanasia e coleta de 6rgaos para
rastreamento celular

A Figura 2 mostra o delineamento experimental e os processos que ocorrem

concomitantemente in vivo e in vitro.
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Figura 2- Delineamento experimental das etapas in vitro e in vivo, conduzidas
concomitantemente. No protocolo in vitro, nos dias 0 e 9, células peritoneais aderentes sao
submetidas ao protocolo de reprogramagao metabdlica; nos dias 3 e 12, realizou-se a troca
do meio; nos dias 6 e 15, linfécitos B-1 sdo coletados da porcdo ndo aderente da cultura
para transferéncia adotiva em camundongos XID em momentos diferentes pods
estreptozotocina (STZ). Paralelamente, no protocolo in vivo, a administracdo de STZ foi
iniciada no dia 1 e, apds injeg¢des diarias, o protocolo de indugao de diabetes finalizou no
dia 5. Nos dias 6 e 15, foi realizada a transferéncia adotiva de linfocitos B-1 produtores de
insulina para os Grupos 1 e 2, respectivamente. Entao, lotes de camundongos XID foram
eutanasiados para necropsia nos dias 15 (Grupo 1A), 22 (Grupo 1B e Grupo 2A) e 29
(Grupo 2B), visando a coleta e analise dos 6rgaos.

3.2 Animais (BALB/c e BALB/c XID) e os Grupos Experimentais

Foram utilizados camundongos machos, de 8 a 12 semanas de idade, das
linhagens BALB/c e BALB/c XID, que foram obtidos do Biotério Central do Instituto
Butantan e do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais da
Universidade Federal de Sao Paulo, respectivamente. Foram mantidos no
Laboratério de Experimentagdo Animal da Universidade Paulista com livre acesso
a agua e ragao durante todo o periodo experimental e posteriormente eutanasiados
por aprofundamento anestésico com isoflurano, em cémara com atmosfera
saturada. Todos os procedimentos foram desenhados conforme diretrizes do
CONSEA e aprovados pela CEUA UNIP sob numero 8454220124 e CEUA IB sob
numero 6526280824.

Os 32 animais estudados foram divididos em 6 grupos, sendo eles
agrupados em relagdo ao tempo de inicio do tratamento e quanto ao tempo de
acompanhamento da terapia. Todos os animais estudados passaram pelo protocolo
de inducéao diabética com STZ com excegao do Grupo Controle. O N experimental
variou intragrupo, considerando as multiplas analises realizadas.

Os animais que receberam a transferéncia adotiva de linfécitos B-1 um dia
apos o fim do tratamento com STZ foram chamados Grupo 1, os que receberam a
transferéncia no dia da determinacédo da condi¢ao diabetes induzido, ou seja, no
D15 foram chamados Grupo 2. Dentro dos grupos 1 e 2 os animais foram
subdivididos em A e B, sendo o subgrupo A aqueles que foram analisados apos 7
dias de acompanhamento pods-tratamento e o subgrupo B os que foram
acompanhados por 14 dias.

A glicemia dos animais foi avaliada semanalmente e, entao, lotes de animais
foram eutanasiados aos 15 (Grupo 1A), 22 (Grupo 1B e 2A) e 29 (Grupo 2B) dias

apos o inicio do protocolo com STZ. O Grupo STZ foi avaliado desde o 1° dia apos



23

o protocolo com STZ, ja o Grupo Controle ndo recebeu o protocolo de STZ e foi
eutanasiado aos 29 dias juntamente com o Grupo 2B e Grupo STZ. A figura 3

mostra esquematicamente toda essa divisdo de grupos.

Controle (N=8)

Nao recebe STZ e
transferéncia B-1

Eutanasia: D29

STZ (N=5)
N3o recebe transferéncia B-1
Eutanasia: D29

13

Grupo 1A (N=3)
Grupo 1 Eutanasia: D15
Indugdao do DM Recebe B-1 |
SSc-Ir‘Z — t} dia EDS;Z Grupo 1B (N=3)
1as ermino @ Eutanasia: D22
EQ Grupo 2A (N=3)
Grupo 2 Eutanasia: D22
Recebe B-1 _:’
10 dia apds Grupo 2B (N=10)
término STZ Eutandasia: D29

Figura 3- Divisdo dos grupos e subgrupos experimentais. Com excec¢ao do Grupo Controle,
0s grupos passaram pelo protocolo diario de indu¢ao do diabetes com STZ, por 5 dias. O
Grupo STZ — submetido ao protocolo STZ, nao recebeu transferéncia adotiva de linfécitos
B-1 reprogramados e foram acompanhados por 29 dias (D29). Grupos 1 e 2 — submetidos
ao protocolo STZ, receberam linfocitos B-1 reprogramados em D6 e D15, respectivamente
e foram subdivididos em A e B quanto ao periodo de acompanhamento experimental.
Grupos A, de analise precoce e grupo B, analise mais tardia.

3.3 Obtencao de Linfécitos B-1 da cavidade peritoneal de camundongos
BALBI/c e aplicagao do protocolo de reprogramag¢ao metabdlica

Os linfécitos B-1 foram obtidos por meio da coleta de células peritoneais de
camundongos BALB/c por sucessivas lavagens com 2mL de meio RPMI. Este
lavado foi entéo cultivado por 40 minutos a 37°C em estufa com 5% de CO». Pés
incubacao o sobrenadante é descartado e as células aderentes foi adicionado meio
RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino (R10) ou meio R10

suplementado com crotoxina (1,2ug/mL) e 20mM de glicose (meio High Glucose
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HG-20mM). Apés 3 dias de incubacéo, foi realizada a troca do meio, contendo HG-
30mM acrescido de nicotinamida (10mM) e as células foram incubadas por 3 dias
para otimizar a producdo de granulos de insulina. No sexto dia a porgdo né&o
aderente da cultura, enriquecida em células B-1 contendo granulos de insulina foi

coletada para transferéncia adotiva para camundongos XID.

3.4 Analise Morfolégica por Flow Imaging Microscopy (FIM)

A caracterizagdo morfolégica do inoculo de linfécitos B-1, submetidos ao
PRM (ou amostras controle, cultivadas em meio R10) foi realizada por meio da
técnica de Flow Imaging Microscopy (FIM), utilizando equipamento FlowCam®
8100 (Yokogawa Fluid Imaging Technologies), conforme protocolo executado em
colaboracao técnica especializada. Apos coletadas das culturas, as células foram
fixadas em paraformoldeido 4% por 20 minutos e, entéo, lavadas e ressuspendidas
em PBS filtrado (22um) para aquisi¢ao. Foram analisados 100uL de cada amostra,
na velocidade de 150ulL/minuto. As imagens de cada particula (com tamanho entre
2um e 1mm) foram adquiridas em camera HD colorida, com aumento de 2x, 4x, 10x
e 20x.

Os dados foram expressos em graficos do tipo histograma (frequéncia
versus tamanho celular) e imagens representativas da variedade celular presente

em faixas separadas pelo tamanho.

3.5 In Vivo
3.5.1 Indugao do diabetes em Camundongos XID

Os camundongos BALB/c XID foram injetados, intraperitonealmente (i.p.),
com STZ, nas doses de 40mg/Kg (os camundongos foram pesados individualmente
antes de cada injec&o), durante cinco dias consecutivos e mantidos em jejum
durante 5h antes de cada inje¢do. Apos 10 dias do término do tratamento foram
coletados aproximadamente 10uL de sangue da veia da cauda de camundongos
tratados, e os valores glicémicos foram aferidos por glicosimetro FreeStyle Optium
Neo (Abbott). A condicdo diabetes induzido sera considerada quando os animais

apresentarem taxa glicémica acima 250mg/dL.

3.5.2 Marcacgao de células B-1 com cell trace FarRed

Os reagentes CellTrace™ é facilmente difundido nas células e ligam-se as
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aminas intracelulares, o que resulta na coloracgéao fluorescente estavel que pode ser
fixada com fixadores de aldeido. Para marcacao dos linfocitos B-1, foi seguido o
protocolo indicado pelo fabricante onde foram utilizadas concentragcdes celulares
até 10° células/mL. Foi adicionado 1uL do reagente CellTrace™, previamente
diluido em DMSO a 10uM, em 1mL de PBS, misturando bem. Desta solucao
preparada para cada 10° células, 1mL foi adicionado ao pellet celular. As células
foram incubadas por 20 minutos a 37°C em banho-maria. Entdo, foi adicionado
cinco vezes o volume do meio de cultura contendo 10% de soro fetal bovino as
células e incubados por cinco minutos. As células foram centrifugadas e
ressuspendidas em PBS, 100uL para cada 10° células, para inoculagdo nos

camundongos XID.

3.5.3 Transferéncia adotiva de Linfécitos B-1 marcados ou nao com cell trace
FarRed

Foram ressuspensas 10° células B-1 ou células B-1FaRed* em volume final de
100uL de PBS. Este volume foi injetado na cavidade peritoneal de camundongos
XID, 1 dia apés o fim do tratamento com STZ (Grupo 1) ou no dia da determinacao
da condi¢do diabetes induzido (Grupo 2), ou seja, 6 ou 15 dias apo6s o inicio do

protocolo de STZ, respectivamente.

3.5.4 Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (TTGip)

O teste de tolerancia a glicose foi realizado um dia antes da eutanasia. No
dia anterior ao teste os animais passaram por jejum de 5 horas antes de ser
ofertada, pelo periodo de 2 horas, a ultima refeicdo do dia. Entdo, a racao foi
novamente removida e, apds o jejum de 12 horas, a glicemia foi determinada pela
coleta de 5uL de sangue, da cauda, utilizando glicosimetro (FreeStyle Optium Neo
- Abbott) e fitas glicémicas nos periodos: 0 (pré-estimulo) e ap6s administragao
de glicose intraperitoneal (2 g/kg de massa corporal) em solugao de PBS a 50% de
glicose, nos tempos de 15, 30, 60 e 90 minutos. Os resultados foram apresentados
como curva glicémica nos intervalos de tempo e a area sob a curva calculada para
cada animal, sendo avaliado nos respectivos grupos.

A area sob a curva (AUC) foi calculada pelo método trapezoidal, utilizada
como uma medida integrada da exposi¢céo glicémica ao longo do tempo apds a

administracao de glicose intraperitoneal. Nesse contexto, a AUC reflete a eficiéncia
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global dos mecanismos de regulagado da homeostase glicémica, incluindo secregao
de insulina e captagao periférica de glicose. Assim, menores valores de AUC
indicam maior capacidade de retorno a normoglicemia apds o estimulo glicémico,
caracterizando melhor toleréncia a glicose, conforme descrito em protocolos
experimentais para testes de tolerancia a glicose em camundongos (AYALA et al.,
2010; ANDRIKOPOULOS ET AL., 2008).

3.5.5 Necropsia e coleta dos 6rgaos

Os animais foram eutanasiados pelo aprofundamento anestésico inalatorio,
em ambiente atmosférico saturado com isoflurano, até completa parada
cardiorrespiratéria. As células peritoneais foram obtidas por sucessivas lavagens
peritoneais com 2mL de meio RPMI (Sigma, St Louis, MO, USA), centrifugadas e
re-suspensas em 100uL de PBS contendo 2% de soro fetal bovino. O abdome foi
aberto e entao os 6rgaos: baco, figado e pancreas foram removidos com auxilio de

tesoura e pinga e processados conforme detalhado a seguir.

3.5.6 Histopatologia

Apbs o processo de fixagdo em formalina tamponada a 10% por 72 horas,
os tecidos passaram por desidratacdo em gradiente crescente de etanol (70% a
100%) e, em seguida, incluidos em parafina. Posteriormente, os 6rgéos foram
seccionados em cortes de 3 a 5 pym utilizando micrétomo, sendo os fragmentos
obtidos montados em laminas de vidro estéreis. As amostras foram entéo
submetidas a desparafinizacdo em xilol, reidratadas e coradas pelo método de
Hematoxilina e Eosina (H&E), permitindo a avaliagdo da morfologia celular. As
laminas foram devidamente identificadas e armazenadas em condicbes
apropriadas até a analise microscépica. Por fim, as laminas foram observadas em
fotomicroscopio éptico Opticam® acoplado a camera digital OPUHDV14,3MP e por
fotomicroscopio Olympus® Bx41 acoplado a camera digital Olympus SC30
obtendo-se imagens digitalizadas para documentagdo dos achados.
Posteriormente, as imagens de ilhotas pancreaticas foram analisadas em software
Image J para determinagao da area e perimetro de cada ilhota. Os dados foram

expressos como média do grupo.
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3.5.7 Rastreio de células B-1 no bago, pancreas e figado pela expressao do
FarRed usando a técnica de print

ApOs coletados conforme descrito anteriormente, bacgo, figado e péancreas
foram suavemente pressionados sobre laminas de vidro estéreis para obtencao dos
prints teciduais. Em seguida, as laminas foram acondicionadas em ambiente
protegido da luz e analisadas em microscopio de fluorescéncia para detecgao do
marcador CellTrace™ FarRed previamente incorporado aos linfécitos B-1 antes da
transferéncia adotiva.

As imagens foram adquiridas em microscopio confocal Leica TCS SP8 (Leica
Microsystem), alocado no Nucleo de Microscopia Confocal da UNIFESP, Campus
Diadema. E avaliadas quanto a presenca, distribuicdo e intensidade do sinal
fluorescente nos diferentes 6rgaos. As imagens foram comparadas as obtidas em
campo claro/DIC, permitindo correlagcédo entre o sinal fluorescente e as estruturas

teciduais observadas.

3.5.8 Analise das populagoes de células B-1 presentes na cavidade
peritoneal, bago e figado, por citometria de fluxo

Ap0s o print, o bago foi dividido e metade foi dissociado mecanicamente com
uso do émbolo de uma seringa de 10mL em PBS-SFB 2%. A amostra foi aspirada
e passada em cell strainer de 70 um e acondicionada em gelo, em tubo Falcon de
15mL. O maior lobo do figado foi fragmentado em cubos de 2mm? e posteriormente
dissociado mecanicamente com o auxilio de sistema para desagregagdo mecanica
automatizada BD™ Medimachine (BD Biosciences, San Jose, USA). O lisado
celular foi ressuspendido em PBS-SFB2% e passado em cell strainer de 70 pm.
Amostras de baco e figado foram centrifugadas durante 5 minutos a 2000rpm, o
sobrenadante foi descartado, ao pellet foi adicionado tampado hemolitico, para
remocao das hemacias, incubado por 2 minutos em temperatura ambiente e, em
seguida, acrescentado 10mL de PBS-SFB 2%, para bloqueio da agdo hemolitica.
As amostras foram centrifugadas por 5 min a 2000 rpm. Foi, entdo, realizado o
descarte do sobrenadante e transferidos 30uL do pellet celular para um tubo de
1,5mL e mantido no gelo até o inicio da imunomarcagao.

As amostras de lavado peritoneal, baco e figado (ja processados para
hemolise) foram centrifugadas a 2000rpm por 5 minutos, ressuspensas em tampéao
MACS (PBS 1%, 0,5% BSA e 2 mM EDTA) e o pellet celular incubado previamente
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com anti-CD16/CD32 para bloqueio dos receptores de Fcy Il e lll, a 4 ° C por 20
minutos. Apds incubacgao, as células foram lavadas e ressuspensas novamente em
tampdao MACS e cada aliquota incubada com os anticorpos monoclonais
adequados para analise dos marcadores de superficie por 30 minutos a 4°C. Foram
utilizados os seguintes anticorpos monoclonais: Nas amostras do figado foram
utilizados anticorpo monoclonal anti-CD45 conjugado com Isotiocianato de
Fluoresceina (CD45 FITC), Anticorpo monoclonal anti-CD23 marcado com
ficoeritrina (CD23 PE), Anticorpo monoclonal anti-CD11b conjugado ao fluorocromo
PerCP (CD11b PerCP) e Anti-CD19 conjugado a aloficocianina (CD19 APC). Para
as amostras de peritdnio e bago os anticorpos utilizados foram anti-CD23 conjugado
a fluoresceina (CD23 FITC), anti-CD19 conjugado a ficoeritrina (CD19 PE) e anti-
CD11b conjugado a aloficocianina (CD11b APC). As células foram lavadas em
tampao MACS e ressuspensas em 200uL de PBS para aquisicdo em citbmetro de
fluxo BD Accuri C6Sampler (BD Biosciences, Mountain View, CA). Amostras de
baco e figado foram previamente filtradas (filtro integrado a tampa do tubo de 5mL,
feito em nylon, 40um) para remogéo de restos teciduais. Os dados obtidos foram
analisados em Software FlowJo v8.1 (BD Biosciences, Mountain View, CA) e os
dados numéricos percentuais das populag¢des foram plotados em graficos como

média do grupo.

3.5.9 Marcacao de granulos de insulina pela técnica de imunofluorescéncia
Células peritoneais aderentes ou células B-1 recultivadas foram fixadas em
laminulas com alcool metilico por 30 minutos em temperatura ambiente. Em
seguida, as amostras foram hidratadas com lavagens em PBS. As ligacbes
inespecificas foram bloqueadas com solugao PGN (0,2% de gelatina e 0,1% de
azida em PBS), seguida da permeabilizagdo da membrana plasmatica com solugao
PGN contendo 0,2% de saponina por 30 minutos. As células foram entdo incubadas
overnight a 4°C com anticorpo primario anti-insulina conjugado a Alexa Fluor 488
(Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA). Apés lavagens em PBS, as
laminulas foram montadas com DAPI-Fluoroshield™ (Sigma-Aldrich) e analisadas
em microscoépio confocal Leica TCS SP8 (Leica Microsystem), alocado no Nucleo
de Microscopia Confocal da UNIFESP, Campus Diadema. Agradecemos ao prof Dr
Wagner Luiz Batista, Professor Associado do Departamento de Ciéncias

Farmacéuticas, que gentilmente nos recebeu na UNIFESP e ao técnico Wilson, pela
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aquisicao das imagens.

3.5.10 Analise Estatistica

Os dados foram organizados e analisados utilizando o software GraphPad Prism
versao 11.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Para analise do teste de
tolerancia a glicose intraperitoneal (TTGip) foi utilizada analise de variancia de duas
vias (Two-way ANOVA), seguida pelo pds-teste de comparagdes multiplas de
Tukey. As analises da area sob a curva (AUC) e da distribuicdo de linfocitos B-1 por
citometria de fluxo foram realizadas por anélise de variancia de uma via (One-way
ANOVA), seguida pelo pos-teste de Tukey para comparagées multiplas. Os
resultados foram expressos como média + desvio padrdo, sendo considerados

estatisticamente significativos valores de p < 0,05.
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4 RESULTADOS

A glicemia foi aferida em D15, dia em que foi diagnosticada a condigéo
diabética e, semanalmente, durante todo o periodo de observacado experimental
(D22 e D29), a fim de acompanhar a evolugédo do quadro hiperglicEmico e efeitos
associados a transferéncia adotiva de linfécitos B-1 reprogramados
metabolicamente. Os graficos a seguir apresentam a evolugdo desses valores
(Figura 4).

Dos 26 animais que passaram pela inducéo de diabetes via STZ, apenas 1
nao se tornou diabético durante todo o periodo de observacéao e foi excluido das
analises relacionadas ao diabetes induzido. Outros 3 animais apresentaram
glicemia abaixo de 250 mg/dL em D15, porém atingiram critério glicémico
compativel com diabetes em D22. Dos 26 animais, 6 receberam linfécitos B-1 em
D6 e 4 ndo estavam diabéticos em D15, 1 do grupo 1A e 3 do grupo 1B.

No grupo experimental 1A tratado precocemente, em D6, a determinagdo do
diagndstico de diabetes coincidiu com o fim do periodo experimental (D15). Os
valores glicémicos aferidos mostraram que o animal C1A-2 nao estava diabético
nesta data. Ja os outros animais deste grupo (C1A-1 e C1A-3) estavam diabéticos
neste dia (Figura 4C).

Do grupo 1B, apenas 1 animal mostrou aumento da glicemia entre D15 e
D22 (C1B-3), indicando auséncia de controle glicémico nesse periodo inicial pos-
tratamento com linfocitos B-1 (Figura 4D). Entretanto, os outros dois animais deste
mesmo grupo apresentaram glicemias abaixo de 250mg/dL tanto em D15 quanto
em D22, ou seja, abaixo do critério adotado para diabetes, durante o periodo
observado (Figura 4D).

Em D15, apds a determinacéo da condicao diabetes, 13 animais receberam
a transferéncia de linfécitos B-1 PRM, constituindo o grupo 2. O Grupo 2A,
representado na Figura 4E, foi observado até D22, uma semana apés o tratamento
e, nele, observa-se valores acima de 250mg/dL até o final do periodo de
observacéo.

O Grupo 2B mostrou flutuacao individual entre os animais, em D15 apenas
1 animal estava com glicemia limitrofe (248mg/dL, C2B-5), porém tornou-se
diabético e permaneceu com glicemia alta até o fim da observagédo experimental.

Em D22 os animais C2B-2, C2B-3 e C2B-9 apresentaram valores glicémicos de 213



31

mg/dL, 229mg/dL e 183mg/dL respectivamente, enquanto os demais apresentaram
valores superiores a 250mg/dL. Em D29 o animal C2B-4 apresentou regulagao da
glicemia (158mg/dL), além da manutenc¢ao de valores abaixo do limiar nos animais
C2B-2 e C2B-3 (Figura 4F). Sendo assim, dos 10 animais do Grupo 2B, 3
apresentaram controle glicémico que perdurou durante o periodo observacional.

O Grupo Controle (CTRL) n&o recebeu a STZ, representado na Figura 4A, e
todos os animais apresentaram normoglicemia em D29, momento da eutanasia
deste grupo. No Grupo STZ, Figura 4B, ou seja, o0 grupo que passou pelo protocolo
de indugao do diabetes com STZ por 5 dias, mas ao longo do experimento nao
recebeu transferéncia celular, a glicemia apresentou elevagao progressiva ao longo
do periodo experimental, com valores mais altos observados no dia 29, na maioria
dos animais, demonstrando a manutencéo do estado hiperglicémico e a auséncia

de melhora espontanea.
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Figura 4 - Evolugdo da glicemia de animais submetidos ou n&o a indug&o do diabetes por
estreptozotocina (STZ; D1 a D5) e transferidos adotivamente com linfécitos B-1 produtores
de insulina nos dias 6 ou 15, com acompanhamento glicémico realizado nos dias 15 (D15),
22 (D22) e 29 (D29). A) Grupo Controle. B) Grupo STZ. C) Grupo 1A; transferido
adotivamente em D6 e acompanhado até D15. D) Grupo 1B; transferido adotivamente em
D6 e acompanhado até D22. E) Grupo 2A; transferido adotivamente em D15 e
acompanhado até D22. F) Grupo 2B; transferido adotivamente em D15 e acompanhado
até D29. C= camundongo. D= dias. A linha horizontal indica o valor de referéncia para a
inducao efetiva de diabetes

Os niveis de glicemia apontados acima demonstraram que a resposta ao
tratamento foi bastante variavel entre os grupos. Deste modo, a partir daqui os

resultados serdo apresentados como média do grupo e, também, individualmente
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quando fizer sentido. Assumimos que a média do grupo pode nao refletir dados
importantes, que podem se correlacionar com o0 sucesso ou nao da transferéncia
celular adotiva. Para melhor compreensado e associacdo dos possiveis efeitos
causados pela transferéncia adotiva, animais que tiveram a glicemia abaixo de
250mg/dL ao final da observagao experimental serdo chamados de respondedores
e, aqueles que nao apresentaram controle glicémico, ndo-respondedores.

O peso corporal dos camundongos foi acompanhado como parametro de
monitoramento metabdlico e do estado geral de saude dos animais apds a indugao
do diabetes e da transferéncia adotiva de linfocitos B-1 reprogramados
metabolicamente. A pesagem dos animais foi realizada diariamente durante o
protocolo de indugdo com STZ e, apds os cinco dias, foi realizada semanalmente
até o final da observacao experimental, conforme os graficos a seguir.

De modo geral, os grupos apresentaram reducéo inicial do peso corporal nos
primeiros dias durante a administragéo de STZ (D1 a D5), compativel com o impacto
metabdlico da STZ (Figura 5A). No Grupo 1B, apesar da queda ponderal inicial até
D6, houve recuperagao progressiva até D22. J4 nos grupos 2A e 2B, mesmo apos
a transferéncia de linfécitos B-1 produtores de insulina em D15, o peso dos animais
seguiu diminuindo até D22 e D29, respectivamente.

No grupo 1A (Figura 5B), vale ressaltar o comportamento individual. Os
animais C1A-1 e C1A-3 apresentaram maior variagao entre o peso final e inicial,
apresentando 4,25¢g e 4,92g a menos de peso respectivamente. Ja o animal C1A-
2, apresentou neste grupo uma menor variagao da relagao peso final menos o peso
inicial, sendo essa diferenca de menos 1,18g, esse mesmo animal apresentou
recuperacao do peso entre os dias 6 e 15, periodo que ocorreu o recebimento dos

linfécitos B-1.
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Figura 5 - Evolugdo do peso de animais submetidos ou ndo a inducdo do Diabetes por
estreptozotocina (STZ; D1 a D5) e a transferéncia adotiva de linfocitos B-1 produtores de
insulina nos dias 6 ou 15, com acompanhamento realizado nos dias 15 (D15), 22 (D22) e
29 (D29), aferido durante todo o periodo experimental. A) Peso médio dos grupos
estudados. B) Grupo 1A; transferido adotivamente em D6 e acompanhados até D15.

A inducdo de diabetes em camundongos XID ja havia sido padronizada
anteriormente, com 6tima eficiéncia de inducao (ALVARES-SARAIVA ET AL, 2015).

Aqui, alguns animais nado apresentaram glicemia acima de 250mg/dL e D15,
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incluindo animais tratados com linfocitos B-1 reprogramados e animais que foram
injetados com STZ e nao receberam a transferéncia adotiva de linfocitos B-1. Este
fato levantou a hipétese desses niveis glicémicos abaixo de 250mg/dL estarem
associados ou nao ao efeito da terapia com linfécitos B-1. Deste modo, para avaliar
a capacidade desses animais de metabolizar a glicose, foi realizado o teste de
tolerancia a glicose intraperitoneal (TTGip), que avalia os valores glicémicos aos 0,
15, 30, 60 e 90 minutos apos a administragao intraperitoneal de uma sobrecarga de
glicose.

No grupo STZ observou-se elevagao acentuada da glicemia ja aos 15
minutos apds a administracédo de glicose, atingindo valores préximos ao limite
maximo de detecgéo do glicosimetro (~500 mg/dL). Embora tenha ocorrido discreta
reducao ao longo do teste, os niveis glicémicos permaneceram elevados até os 90
minutos, caracterizando intolerancia a glicose e manutengcdo da hiperglicemia
durante todo o periodo experimental. A analise estatistica da curva glicémica média
demonstrou diferenga significativa entre esse grupo e o grupo Controle (saudavel)
aos 15 (p<0,01) e 30 (p<0,01) minutos, confirmando a alteragdo metabdlica
induzida pela estreptozotocina (Figura 6A).

O grupo G1B apresentou perfil glicémico distinto do grupo STZ. Embora
tenha ocorrido aumento inicial da glicemia entre 15 e 30 minutos, observou-se
redugao progressiva nos tempos subsequentes, com retorno para valores proximos
ao basal aos 90 minutos. Individualmente, os animais respondedores C1B-1 e C1B-
2 apresentaram melhor controle glicémico dentro do grupo, com retorno da glicemia
para valores inferiores a 250 mg/dL ao final do teste (Figura 6B).

O grupo G2B apresentou comportamento intermediario entre os grupos
Controle e STZ (Figura 6B). Embora alguns animais tenham demonstrado redugao
parcial da glicemia ao final do teste, a maior parte do grupo manteve valores
elevados durante os tempos intermediarios, indicando resposta insuficiente a
sobrecarga glicEmica (Figura 6B). Os animais respondedores C2B-4 e C2B-7
apresentaram reducao da glicemia para valores inferiores a 250 mg/dL aos 90
minutos; entretanto, suas curvas glicémicas permaneceram amplas nos tempos
anteriores, refletindo controle metabdlico incompleto (Figura 6B).

O animal respondedor C1B-1 apresentou a menor AUC de todo o estudo
(18.262,5), seguido pelo animal C1B-2 (20.737,5), também respondedor (Figura

6B), corroborando os achados observados na curva glicémica individual e
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reforcando o efeito benéfico do tratamento precoce. Em contraste, os animais do
grupo STZ apresentaram AUCs superiores a 37.000, associadas a manutengao
prolongada de glicemias extremamente elevadas durante o TTGip.

A comparagao estatistica das AUCs médias entre os grupos (Figura 6C)
demonstrou aumento significativo da area sob a curva no grupo STZ em relagao ao
grupo Controle (p<0,001), confirmando a intolerancia glicémica induzida
experimentalmente. O grupo G1B também apresentou diferenga significativa em
relagdo ao grupo Controle (p<0,05), porém com valores de AUC inferiores aos
observados no grupo STZ, indicando controle glicémico parcial apds a transferéncia
celular. Ja o grupo G2B apresentou AUC significativamente maior que o grupo
Controle (p<0,0001), mantendo perfil compativel com intolerancia glicémica

persistente (Figura 6C).
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Figura 6 - Grafico do Teste de Tolerancia a Glicose intraperitoneal com (;ontrole inicial, 15,
30, 60 e 90 minutos. A) Média dos valores glicémicos por grupo B) Area Sob a Curva
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individual. C) Média dos valores de AUC por grupos.

Ao final do periodo experimental, representantes dos grupos: controle, STZ,
G1 e G2, foram submetidos a avaliagcdo das populagdes de linfocitos B-1
CD19*CD23- presentes no lavado peritoneal, figado e bacgo. Inicialmente, as
populacdes de linfécitos foram determinadas pelas caracteristicas de menor
tamanho (FSC) e menor complexidade (SSC) no bago (Figura 7A) e no lavado
peritoneal (Figura 7B) ou a marcacgao pan-leucocitaria CD45* no figado definiu a

populagéo de leucdcitos (Figura 7C), por citometria de fluxo.
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Figura 7- Selecdo das populagdes de linfocitos em A) bago e B) peritdnio de acordo com
os parametros SSC versus FSC e leucdcitos no C) figado, de acordo com a presencga de
CD45, extraidos de camundongos XID submetidos a estreptozotocina e transferidos
adotivamente.

As populagdes de linfocitos B-1 nos diferentes 6rgados foram determinadas
pelo fenétipo CD19*CD23- a partir dos gates de linfécitos ou leucdcitos no peritonio,
baco e figado. Na cavidade peritoneal observou-se maior variabilidade individual
entre os animais dos grupos tratados, porém sem diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos avaliados. Conforme esperado, ndo foi vista a
populacao de linfécitos B-1 no grupo controle. O grupo STZ apresentou média de
1,04% de células B-1, enquanto os grupos G1B e G2B apresentaram médias de
12,05% e 10,43%, respectivamente, demonstrando a eficiéncia da transferéncia
adotiva. Apesar da tendéncia de aumento nos grupos tratados, especialmente em
relagédo ao grupo STZ, a analise estatistica ndo demonstrou significancia (p>0,05)
(Figura 8A).

No baco, foi observada reducgao significativa da populacao de linfécitos B-1
nos grupos tratados em comparagao ao grupo STZ. O grupo STZ apresentou média
de 6,34% de células B-1, enquanto os grupos G1B e G2B apresentaram médias de

2,32% e 1,54%, respectivamente. A comparacgéao estatistica demonstrou diferenca
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significativa entre STZ e G1B (p=0,0009) e entre STZ e G2B (p=0,0003), enquanto
nao houve diferenca significativa entre os grupos tratados (p>0,05) (Figura 8B).

No figado, o grupo STZ apresentou média de 7,26% de linfocitos B-1,
enquanto os grupos G1B e G2B apresentaram médias de 3,96% e 2,92%,
respectivamente. Embora tenha sido observada tendéncia de reducido da
populacao de células B-1 nos grupos tratados, as diferengas entre os grupos nao
atingiram significancia estatistica (p>0,05).
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Figura 8 - Distribuicdo da populacao de linfécitos B-1, por citometria de fluxo, nos diferentes
6rgaos dos animais submetidos ou ndo a indugao do Diabetes por estreptozotocina (STZ)
e a transferéncia adotiva de linfocitos B-1 produtores de insulina nos dias 6 (Grupo 1- G1)
ou 15 (Grupo 2- G2) ou seus controles, que nao passaram por nenhum procedimento
prévio. Frequéncia de linfécitos B-1 no A) peritbnio, B) baco e C) figado, dos grupos
Controle, STZ, G1B e G2B.

A andlise individual de animais respondedores e ndo respondedores revelou
um padrao intrigante no Grupo 1. No peritdnio, as células B-1 estavam presentes
nos animais nao-respondedores C1A-1 (5%) e C1A-3 (18%), ja o animal
respondedor C1A-2 ndo apresentou esta populagao (Figura 9). Enquanto no figado,
o percentual de linfocitos B-1 foi de 5,49% no animal respondedor C1A-2 contra
2,75%, e 3,64%, respectivamente, nos animais C1A-1 e C1A-3, ndo respondedores
(Figura 9). E importante ressaltar que esse padrdo ndo se repetiu no grupo 2, ja
que o animal nao respondedor C2B-8 foi o que apresentou maior percentual de

linfécitos B-1 no peritdnio (19,1%) (dado individual ndo mostrado).
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Figura 9 — Anadlise por citometria de fluxo dos linfécitos B-1 obtidos da A) cavidade
peritoneal e B) figado de camundongos XID submetidos a indugdo do diabetes por
estreptozotocina (STZ) e a transferéncia adotiva de linfocitos B-1 em D6. Os graficos
representam a expressao de CD19 versus CD23. Linfécitos B-1 foram destacados segundo
as populagdes com fenotipo CD19*CD23" em cada 6érgao, a partir da populacéao de linfécitos
ou leucacitos.

A fim de rastrear a migragéo das células B-1 transferidas adotivamente para
a cavidade peritoneal de camundongos XID induzidos ao diabetes com STZ, os
animais C2B-1, C2A-2 e C2A-3 receberam a transferéncia adotiva de linfocitos B-1
previamente marcados com cell trace FarRed e, entdo, apds o término do periodo
experimental de cada grupo especifico, o figado, bago e pancreas dos animais
foram coletados, pressionados sobre uma lamina de vidro e apds preparagao
adequada, levados ao microscépio de fluorescéncia para pesquisa da presencga de
células B-1FarRed+

A anadlise por microscopia confocal foi conduzida utilizando dois modos
distintos de observacdo. O primeiro modo, a Microscopia de Contraste de
Interferéncia Diferencial (DIC), possibilitou visualizar células e estruturas sob
incidéncia de luz, preservando detalhes morfolégicos finos. O segundo modo,
baseado em fluorescéncia, permitiu a detecgdo da emissao de luz proveniente do

marcador FarRed, indicando a presenca das células B-1FaRed* mgrcadas nos
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diferentes 6rgaos (Figura 10).

Apesar dessas limitagbes metodoldgicas, a combinagdo das imagens
obtidas em DIC e fluorescéncia sugere que os linfocitos B-1 transferidos para a
cavidade peritoneal podem migrar para outros 6rgdos, como bago (Figura 10A),
figado (Figura 10B) e pancreas (Figura 10C).

Esses resultados sdo ainda preliminares e futuras analises deverao

confirmar se os sinais observados sao realmente derivados das células B-1

transferidas, e nao artefatos do preparo.

Dic
Figura 10 — Expressao da fluorescéncia FarRed em fotomicrografias do print de A) baco,
B) figado e C) pancreas do animal C2A-3 apds a transferéncia adotiva de linfocitos B-1
marcados com cell trace FarRed (B-1Fa™R¢d* - vermelho). Registro em microscopio confocal
Leica TCS SP8, aumento de 200x, em ganho alto. Laser excitagdo: 633; Emissio: 630-
720. DIC= Contraste de Interferéncia Diferencial. Setas: indicam a mesma estrutura em
DIC (pretas) e campo fluorescente (brancas).

Os orgaos foram analisados morfologicamente quanto a presenga de
alteracdes teciduais compativeis com o processo inflamatério e alteracbes
decorrentes da inducéo do diabetes por STZ, além de possiveis efeitos associados
a transferéncia adotiva de linfocitos B-1 reprogramados metabolicamente.

No Grupo STZ, nos animais 1 (Figura 11A) e 2 (Figura 11B), observou-se
preservagao parcial da arquitetura pancreatica, porém com presenga de infiltrado
inflamatério mononuclear perivascular, evidenciado por agregados celulares
adjacentes aos vasos sanguineos pancreaticos, sugerindo processo inflamatorio
compativel com o modelo experimental de diabetes induzido. As ilhotas

pancreaticas apresentaram-se identificaveis, porém com discreta desorganizagao
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tecidual em algumas areas.
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Figura 11 — Fotomicrografia de pancreas dos animais submetidos ao protocolo para
inducéo de diabetes com STZ. A) Animal STZ1. B) Animal STZ2. AC: Acino pancreético.
IL: llhotas de Langerhans. Setas: Infiltrado mononuclear perivascular Coloracédo H.E.
Aumento 200x

No grupo 1A, representado na Figura 12, transferidos precocemente com
linfécitos B-1 reprogramados metabolicamente e avaliado em D15, foram
observadas diferengas morfolégicas entre os animais respondedores e néo-
respondedores. O animal respondedor C1A-2 (Figura 12A) apresentou
degeneragao vacuolar em células do epitélio acinar pancreatico. O animal nao-
respondedor C1A-1 (Figura 12B) apresentou alteracbes compativeis com dano
pancreatico associado a hiperglicemia persistente, com discreta desorganizagao do
parénquima pancreatico. Apesar da presenca dessa alteracdo degenerativa, as

ilhotas pancreaticas permaneceram preservadas morfologicamente.
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Figura 12 — Fotomicrografia de pancreas dos animais submetidos a inducéo de diabetes
por STZ, transferidos adotivamente com linfécitos B-1 reprogramados em D6 e avaliados
em D15. A) Animal C1A-2. B) Animal C1A-1. AC: Acino pancreatico. IL: Ilhotas de
Langerhans. Setas: Degeneragao vacuolar em epitélio acinar pancreatico. Coloragao H.E.
Aumento 200x
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Nos animais do Grupo 1B, tratados em D6 e acompanhados até D22, foram
observados achados histologicos compativeis com resposta inflamatéria moderada
e alteragdes estruturais discretas nas ilhotas pancreaticas. O animal C1B-2 (Figura
13A) apresentou ilhotas pancreaticas atroficas representadas pelas setas,
sugerindo redug¢ao da massa endocrina pancreatica, embora tenha mantido valores
glicémicos compativeis com normoglicemia durante o acompanhamento
experimental. O animal respondedor C1B-1 (Figura 13B) demonstrou infiltrado

leucocitario mononuclear perivascular focal (Figura 13B), sem destruigdo

acentuada da arquitetura pancreatlca

F|gura 13 - Fotomlcrografla de pancreas de animais submetldos a mdugao de diabetes por
STZ, transferidos adotivamente com linfécitos B-1 em D6 e avaliados em D22. A) Animal
C1B-2. Setas: llhotas atroficas. Aumento 100x. B) Animal C1B-1. Seta: Infiltrado
leucocitario mononuclear perivascular, Aumento 400x. AC: Acino pancreatico. IL: llhotas
de Langerhans. Coloracéo H.E.

No Grupo 2B (Figura 14), tratado apods confirmacéo do diabetes induzido,
foram observadas alteragdes histopatolégicas mais heterogéneas. Os animais
respondedores C2B-2 (Figura 14A) e C2B-3 (Figura 14B) apresentaram relativa
preservacao das ilhotas pancreaticas e da arquitetura acinar. Em contraste, os
animais nao respondedores C2B-5 (Figura 14C) e C2B-6 (Figura 14D)
demonstraram infiltrado leucocitario mononuclear, associado a desorganizagao

tecidual focal.
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dos a indugéo de diabetes por
STZ, transferidos adotivamente com linfécitos B-1 em D15 e avaliados em D29. A) Animal
C2B-2. B) Animal C2B-3. C) Animal C2B-5. D) Animal C2B-6. AC: Acino pancreético. IL:
llhotas de Langerhans. Setas. Infiltrado leucocitario mononuclear. Coloragao H.E. Aumento
400x.

Apos a observacdo de ilhotas atrofiadas nos tecidos pancreaticos, foi
realizada analise métrica das ilhotas pancreaticas para identificar possiveis
diferencas associadas a transferéncia celular de linfocitos B-1. Quanto ao perimetro
das ilhotas, observa-se que os grupos G1A, G1B e G2B apresentaram médias
relativamente préximas ao grupo STZ, sugerindo preservagao parcial da arquitetura
insular. Entretanto, o grupo G2A apresentou maior variabilidade individual e
tendéncia ao aumento do perimetro das ilhotas, com algumas ilhotas exibindo
valores substancialmente elevados (Figura 15A).

A anadlise da area das ilhotas reforga esse comportamento. O grupo G2A
apresentou a maior média e a maior dispersao dos valores, indicando presencga de
ilhotas aumentadas (Figura 15B), apesar de ndo haver significAncia estatistica. Por
outro lado, os grupos G1B e G2B apresentaram areas mais proximas as

observadas no grupo STZ (Figura 15B).
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Figura 15 — Avaliagdo métrica das ilhotas pancreaticas de animais submetidos a indugéo
de diabetes por STZ e transferidos ou nao com linfécitos B-1 em D6 (G1) ou em D15 (G2)
e avaliados aos 15 (G1A), 22 (G1B e G2A) e 29 (G2B) dias de experimentacdo. A)
Perimetro e B) Area, das ilhotas pancreaticas determinados pela andlise em software
Imaged. Analise de variancia (ANOVA) de uma via com pods teste para mdultiplas
comparagdes de Games-Howell's nao revelou significancia.

Foi realizada a técnica de imunofluorescéncia, aplicada em cortes
histolégicos do péncreas para deteccdo especifica de insulina. Para fins de
comparagao com as imagens obtidas, o Anexo 1 traz a representagdo de uma ilhota
pancreatica de animal saudavel produzindo quantidade normal de insulina.

De modo geral, todos os grupos analisados apresentaram baixa expresséo
de insulina, compativel com a destruicdo de células B pancreaticas causada pela
acao da STZ (ver ANEXO 5). Para compreender a possivel influéncia da
transferéncia celular adotiva na producgao de insulina nas ilhotas de Langerhans
seréo apontadas as diferengas observadas entre animais respondedores, ou seja,
que apresentaram glicemia abaixo de 250mg/dL e animais ndo-respondedores, que
se mantiveram diabéticos até o fim do periodo observado.

No grupo 1B, os animais respondedores C1B-1 e C1B-2 apresentaram
ilhotas pancreaticas contendo células positivas para insulina, com presenca de
granulos fluorescentes mais evidentes ou maior quantidade de células positivas
quando comparados ao animal nao-respondedor C1B-3, com baixa ou ausente
expressao de granulos de insulina observados (Figura 16).

Nos animais do grupo 2A observou-se, de maneira geral, reduzida expressao
de insulina em todos os cortes analisados. Esses animais ndo responderam a

transferéncia adotiva de linfocitos B-1 e permaneceram diabéticos durante o
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periodo experimental observado (Figura 16).

No grupo 2B, apesar das diferencas morfologicas ja apontadas, todos os
animais do grupo, tanto o animal ndo-respondedor C2B-1 quanto os animais
respondedores C2B-2 e C2B-3 apresentaram moderada quantidade de células

positivas para insulina (Figura 16).

Grupo 1B Grupo 2A Grupo 2B

Figura 16 — Expressdo de grénulos de insulina por imunofluorescéncia em ilhotas
pancreaticas de camundongos XID submetidos a indugao de diabetes por STZ, transferidos
adotivamente com linfocitos B-1 em D6 (Grupo 1) e em D15 (Grupos 2) e avaliados em D22
(Grupos 1B e 2A) e D29 (Grupo 2B). Azul=DAPI; Verde=Insulina.

A fim de compreender a heterogeneidade de resposta observada apds a
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transferéncia adotiva, foi feita a analise do inéculo de linfocitos B-1 reprogramados
metabolicamente por Flow Imaging Microscopy (FIM), para caracterizar a
composicao celular e investigar possiveis diferengas morfoldgicas induzidas pelo
PRM. O estudo evidenciou diferencas importantes entre as células cultivadas em
meio R10 (Controle) e aquelas submetidas ao PRM, tanto na distribuicdo das
populagdes celulares quanto nas caracteristicas morfolégicas observadas.

Inicialmente, a analise da distribuicdo de tamanho demonstrou que as
amostras controles apresentaram uma populacdo celular relativamente mais
homogénea, composta predominantemente por células com didametro entre 8 e
10,5um (Figura 17). O histograma exibiu distribuicdo estreita, com menor
frequéncia de eventos fora da populacéo principal, indicando baixa variabilidade
dimensional (Figura 17). Por outro lado, as amostras submetidas ao protocolo PRM
apresentaram composi¢cao populacional mais heterogénea. Embora também
contivessem a mesma populacdo observada no grupo controle, foi identificada a
presenca de populagdes adicionais compostas por células de menor e maior
tamanho (Figuras 18).

A populacéo celular mais frequente na amostra controle apresentou tamanho
médio de 9um enquanto na amostra PRM a populagédo celular mais frequente
apresentou tamanho médio de 5um (Figura 17). Além das diferengas dimensionais,
foram observadas alteragdes na intensidade 6ptica das células. De modo geral, as
células controles (8-10um) apresentaram aspecto mais uniforme, com tonalidade
mais clara e baixa variagao visual entre os eventos analisados. Ja as células
provenientes do grupo PRM (8-10um) exibiram maior diversidade de intensidade
optica, incluindo células visualmente mais escuras e com maior contraste interno
(Figura 17).

Ja na populagcdo de 5um, na amostra PRM estdo presentes células
pequenas, arredondadas, com bordas regulares e maior brilho/intensidade éptica
aparente quando comparadas as células controle, cuja frequéncia de células com
esse tamanho foi bem mais baixa e o aspecto morfolégico apontou células mais
irregulares, com coloragdo escura e algumas fragmentadas (Figura 18). Em
contraste, as populagdes de maior tamanho observadas nas amostras PRM
apresentaram maior diversidade morfoldgica, incluindo células com contornos
menos regulares, variagdo de forma e maior complexidade estrutural aparente

(Figuras 18) enquanto na amostra controle as células maiores tinham aspecto mais
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homogéneo (Figura 18). Em ambas as amostras foram observados dublets

celulares (Figura 18).
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Figura 17. Distribuicdo do didmetro equivalente esférico (ESD) e imagens representativas
obtidas por Flow Imaging Microscopy das populag¢des celulares presentes em amostras de
linfécitos B-1 submetidos ao protocolo de reprogramagédo metabdlica (PRM - azul) ou
amostras controle cultivadas em meio padrdo R10 (verde). Histograma (Frequéncia x
Diametro); imagens ilustram diferengas no aspecto morfoldgico e intensidade optica.
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Figura 18. Analise por Flow Imaging Microscopy das populagbes celulares identificadas
(vermelho) na amostra submetida ao protocolo de reprogramagéo metabdlica (PRM - azul)
e as populagdes correspondentes em amostra controle cultivada em meio R10 (verde). A)
Populagao celular predominante, concentrada na faixa de 4-5 um de didmetro equivalente
esférico (ESD). B) Populagao celular menos frequente, composta por células de maior porte
(15-25 um de ESD). As imagens representativas evidenciam diferengas na distribuicio de
tamanho, morfologia e intensidade 6ptica entre as populagdes.
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5 DISCUSSAO

A presente pesquisa se insere no panorama da busca por terapias celulares
inovadoras para o DM, particularmente o tipo 1 (DM1), cuja patogénese € marcada
pela destruicdo autoimune das células [ pancreaticas (MILECH, 2014;
INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2021). O trabalho explora a
plasticidade funcional de linfécitos B-1, células tradicionalmente conhecidas por sua
atuacdo na imunidade inata e cujo potencial como produtoras de insulina e
capacidade de atenuar a hiperglicemia ja foi descrito. O sucesso do protocolo de
capacitacao metabdlica in vitro, seguido pelo controle glicémico em parte dos
animais, observada apds a transferéncia adotiva em modelo murino diabético
induzido por STZ, marca um avango significativo rumo a eficacia terapéutica.

O debate sobre a fungao dos linfécitos B no DM1 é complexo. Evidéncias
classicas, como as de Serreze et al. (1996), demonstram que os linfécitos B sédo
essenciais para a iniciagao da autoimunidade mediada por células T, atuando como
células apresentadoras de antigeno e produtoras de autoanticorpos (RAWLINGS
et al., 2012). Entretanto, a linhagem B-1, distinta das células B-2 foliculares em
termos de ontogenia e na produgao de anticorpos (IgM naturais em B-1) (KANTOR
& HERZENBERG, 1993; SMITH; BAUMGARTH, 2019), apresenta uma dualidade
de papéis.

Em 2015, foi descrito por Alvares-Saraiva e seus colaboradores o papel
regulador de linfécitos B-1 no controle glicémico e protegdo de camundongos
suscetiveis contra o desenvolvimento do diabetes induzido por STZ. Por outro lado,
a literatura cientifica tem apontado para os linfécitos B-1 como facilitadores do
desenvolvimento do diabetes (RYAN et al., 2010. CORTE-REAL et al., 2012),
especialmente promovendo a infiltracdo de células T autorreativas apds sua
migragao para o tecido pancreatico (KENDALL et al., 2004. RYAN et al., 2010). O
que esses animais, que desenvolvem diabetes espontaneamente, ttm em comum
€ uma resposta imune deficiente, seja pelo repertério T CD4* quase monoclonal
para OVA com a expressdao desse mesmo antigeno nas células [, em
camundongos DO11 x RIP-mOVA (RYAN et al., 2010. CORTE-REAL et al., 2012)
ou a mutacao caracteristica no MHC |l (Ser57) de camundongos NOD, que altera
a apresentacdo de peptideos e favorece a selecdo e sobrevivéncia de T CD4"
autorreativos (ANDERSON; BLUESTONE, 2005) que, em ambos os modelos,
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defeitos genéticos que distorcem a apresentagao de antigenos e levam a quebra
de tolerancia e a expansao de clones T diabetogénicos. Dessa forma, mesmo por
vias distintas, DO11 x RIP-mOVA e NOD convergem para o mesmo desfecho: um
sistema imune estruturalmente predisposto a autoimunidade contra as ilhotas
(RYAN et al., 2010), onde o papel regulador de linfécitos B-1 também é prejudicado.

Neste mesmo sentido, Conway e colaboradores (2024) demonstraram que
alteracdes nas vias metabdlicas dos linfocitos B podem modular seu perfil funcional,
direcionando-os para um fenétipo inflamatério, que favorece o desenvolvimento do
diabetes, ou para um fenétipo regulador, associado a protegédo contra a doenga.
Deste modo, o desafio presente consiste na superacdo do potencial papel
patogénico dos linfécitos B-1. A abordagem proposta assume que essas células,
devido a sua capacidade de autorrenovacgao e potencial intrinseco de diferenciacao,
podem ser reprogramadas metabolicamente (CHONG et al., 2001).

Estudos prévios demonstraram que o tratamento in vitro com CTX,
nicotinamida e alta glicose induz alteragdes morfoldgicas e funcionais nos linfocitos
B-1, permitindo a expressao de genes relacionados ao metabolismo da glicose e,
crucialmente, a producéao de insulina (ALVARES-SARAIVA et.al., 2021). ACTX, em
particular, demonstrou ser essencial nesse processo de diferenciacdao e
capacitacao, possivelmente pela modulacido de vias de sinalizacdo que culminam
na plasticidade fenotipica (RODRIGUES et al., 2023).

A CTX, principal toxina do veneno da Crotalus durissus terrificus, a cascavel,
aumentou a atividade de enzimas glicoliticas, como a hexoquinase e G6PD, a
sintese de citrato e o metabolismo de glicose e glutamina, promovendo maior
liberacdo de NO, H,0, e as citocinas pré-inflamatoérias IL-1B, TNF-a, IL-6 em
macrofagos peritoneais de ratos (FAIAD et al., 2022). Kato e seus colaboradores
(2021) mostrou que a CTX inibe fungdes endoteliais fundamentais a angiogénese,
interferindo na polimerizagdo de actina, na expressao de integrinas (av, a2) e em
eventos dependentes de adesdo, migragédo e proliferagao celular (KATO et al.,
2021). A CTX também foi capaz de modular o fenétipo e o metabolismo de
macrofagos, aumentando a expressao de CD86, iNOS, TNF-a e IL-1B in vitro
concomitantemente a redugao de Arg-1, CD206 e IL-10, revelando um perfil mais
inflamatdrio, M1 (NEVES et al., 2023).

Em estudo anterior, a reprogramagéao metabdlica de linfocitos B-1 in vitro foi
demonstrada (MELO; LUZ; SARAIVA, 2022), com aumento da sobrevida e
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capacidade proliferativa das células, além da manutencao de sua capacidade de
codificar insulina. Aqui, a transferéncia adotiva desses linfécitos reprogramados
apresentou efeito hipoglicemiante para cerca de 31% dos animais que receberam
o tratamento. Evidéncias apontam para uma populagdo heterogénea, apos a
reprogramacgao metabdlica, conforme observado no estudo de Bueno (2025). O
protocolo de reprogramacao resulta em duas populagdes que diferem na captagao
de glicose, sugerindo que apenas uma parte da populagdo de linfécitos B-1
aumenta o transporte de glicose e € reprogramada (BUENO, 2025). A analise
morfoldgica realizada aqui confirma essa premissa, onde a amostra do inéculo de
linfocitos B-1, submetida ao PRM, apresentou maior heterogeneidade morfolégica,
aumento da diversidade de tamanho celular, alteragées no padréo optico e, ainda,
revelou o aparecimento de uma populacao diferente do observado no controle, com
menor tamanho e maior frequéncia, sugerindo intensa modulagado na populagao
cultivada, que pode ter culminado em alteragdes funcionais importantes.

O sucesso dessa populagdo, quando transferidas para camundongos
diabéticos, conforme ja discutido, pode variar de acordo com o ambiente
inflamatoério e metabdlico do hospedeiro. As razdes pelas quais o tratamento
apresentou eficacia variavel, ainda devera ser mais bem discutido e, para melhor
compreender os mecanismos que envolvem o sucesso da transferéncia celular, a
discussao sera focada nos efeitos positivos que o tratamento promoveu e nas
diferencgas observadas entre animais respondedores e nao respondedores quanto
ao efeito hipoglicemiante e prote¢cédo contra o desenvolvimento de diabetes.

Os desfechos metabdlicos oferecem a primeira evidéncia funcional da
terapia celular. A analise do peso corporal dos animais constitui um indicador
fisiolégico relevante do estado metabdlico dos animais. No modelo de DM induzido
por STZ, que causa destruicdo seletiva das células B via GLUT2, sabe-se que a
deficiéncia absoluta de insulina precipita um estado catabdlico severo, no qual
ocorre protedlise e lipdlise ndo controladas para suprir a gliconeogénese hepatica
com substratos provenientes do musculo e do tecido adiposo, levando a perda de
peso progressiva e sustentada (FURMAN, 2021), assim como também observado
no diabetes tipo 1 humano (KOEPPEN; STANTON, 2018; NELSON; COX, 2018).
Essa condicdo € observada em todos os animais, que apresentaram queda
ponderal acentuada durante o protocolo de STZ, compativel com persisténcia do

estado catabdlico. E, embora o padrdo geral dos animais seja marcado pela
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incapacidade de recuperacado ponderal sustentada, foi observada variabilidade
individual, onde 4 animais apresentaram reganho igual ou acima do peso inicial.

Quando analisamos os grupos tratados, o tempo da intervencdo
desempenha papel importante na prevencao ou reversdo do catabolismo. Nos
grupos submetidos ao tratamento precoce (G1A e G1B), nos quais a transferéncia
de linfocitos B-1 capacitados ocorreu em D6, um dia apds STZ, observa-se que a
perda de peso inicial também é atenuada precocemente, seguida pela estabilizagao
do peso corporal, especialmente no grupo 1B, cuja retomada ponderal atingiu ou
ultrapassou o nivel basal em 2 animais. Ja nos grupos tratados tardiamente (G2A
e G2B), que receberam as células apenas em D15, nota-se uma perda de peso
acumulada mais pronunciada antes da intervencao, caracteristica de um estado
catabdlico mais prolongado. Entretanto, apés o tratamento, ocorre estabilizagdo do
peso e, nos animais respondedores, inicio de recuperagao ponderal. Esse padrao
sugere que a terapia foi capaz de reverter o catabolismo ja estabelecido, embora
aparentemente, de forma mais lenta que nos grupos de intervengao precoce.

Além disso, a comparacdo entre os tempos de permanéncia da terapia
sugere que a agao das células B-1 é continua e cumulativa. Os grupos mantidos
por mais tempo (G1B e G2B, 14 dias) apresentaram desempenho ponderal superior
aos grupos avaliados mais precocemente (G1A e G2A), revelado pelo delta do peso
total avaliado. Esses resultados, juntamente com os achados da expressido de
insulina nas ilhotas pancreaticas, sugerem que a producao de insulina detectavel e
aumentada ao longo do tempo permite a melhora do estado metabdlico, refletida
na recuperacdo e/ou estabilizacdo ponderal dos animais. Esse comportamento,
observado tanto na intervencdo precoce quanto tardia, € compativel com a
persisténcia de atividade funcional das células B-1 na restauragao da producgéao de
insulina e que o tempo de exposi¢ao a insulina, produzida ou ndo por essas ceélulas,
parece influenciar diretamente o ganho ponderal.

Os estudos de Rezania et al. (2014) e Bruin et al. (2015) demonstram que o
aumento da presenca de células positivas para insulina nas ilhotas, seja por
diferenciacdo de células-tronco em células [-like funcionais ou pelo
amadurecimento de progenitores pancreaticos apdés o transplante,
respectivamente, esta diretamente associado a restauragéo progressiva do controle
metabodlico em modelos de diabetes. A recuperagao da arquitetura insulinica e a

secrecao de insulina responsiva a glicose foram acompanhadas pela reversao da
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hiperglicemia em camundongos (REZANIA et al., 2014). Ja no estudo de Bruin,
enxertos que exibiram maior densidade e maturagcao de células produtoras de
insulina também apresentaram melhor desempenho fisiologico, refletido em
maiores niveis de peptideo C humano e resposta glicémica mais eficiente (BRUIN
etal., 2015). Esses achados reforcam que a intensificagdo da expressao de insulina
nas ilhotas esta funcionalmente ligada a recuperacdo metabdlica. No presente
estudo, a estabilizacdo e a recuperagdo do peso corporal nos grupos tratados
constituem evidéncia funcional relevante de que a restauragdo da insulina,
promovida pela transferéncia adotiva dos linfocitos B-1 pode ter modulado vias
metabdlicas classicas. Se a insulina que estava funcional in vivo corresponde a
produzida pelos linfocitos B-1, ainda precisa ser investigado. A agcdo anabdlica
restaurada € compativel com a inibicdo da gliconeogénese hepatica exacerbada,
processo amplamente descrito como dependente da supressao insulinica (PERRY
et al., 2014), o que, do ponto de vista fisiolégico, seria atribuivel a reativagéo de
sintese proteica e lipogénese, indicando melhora do balango energético e
estabelecimento de um estado mais anabdlico e estavel.

Os resultados de tolerancia a glicose e o calculo da AUC sugerem maior
eficacia do tratamento precoce. No grupo G1B (tratamento no D6 apds indugao do
diabetes e analise em D22) 2 de 3 animais alcangaram a normoglicemia ao final do
TTGip e apresentaram boa tolerancia a sobrecarga de glicose no calculo da AUC,
apresentando curva menor que o grupo STZ, que manteve intolerancia a glicose
em resposta ao mesmo teste. Tal resposta sugere que a transferéncia das células
B-1 capacitadas foi capaz de modular a tolerancia a glicose e/ou, hipoteticamente,
refletir melhora da sensibilidade a insulina, seja esta exdgena ou enddégena induzida
pelas células transferidas. Em contraste, no grupo G2B (tratamento tardio em D15
e analisado em D22) nenhum animal apresentou boa tolerancia a sobrecarga de
glicose pela AUC, muito embora trés de dez animais tenha terminado o teste com
glicemia menor que 250mg/dL. Este achado sugere que o sucesso da terapia
celular é dependente da fase da doencga. Hipotetizamos que, em um estagio mais
precoce, quando a destruigdo das células beta ndo esta completa, a intervengao
pode atuar de forma mais eficiente, seja protegendo as células beta
remanescentes, seja na manutencdo da tolerancia a glicose. Esse aspecto é
particularmente relevante, pois indica que os efeitos da terapia celular podem estar

associados a modulagao de vias metabdlicas sistémicas, e ndo exclusivamente a
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producao de insulina. Nesse contexto, torna-se plausivel considerar que a atuagao
dos linfécitos B-1 reprogramados possa envolver mecanismos adicionais, como a
modulagdo do microambiente inflamatério e a interagdo com tecidos
metabolicamente ativos, de forma dependente do momento em que é feita a
transferéncia celular adotiva.

Os linfocitos B-1 tém emergido como elementos importantes na regulacao
metabdlica sistémica, particularmente no controle da tolerancia a glicose. Estudos
demonstram que B-1a sdo capazes de modular a homeostase glicémica por meio
da producdo de citocinas regulatorias, como IL-10, atenuando inflamagao
metabdlica e contribuindo para maior sensibilidade a insulina (SHEN et al., 2015).
Além disso, essa subpopulagao exerce efeito protetor frente a resisténcia insulinica,
sendo associada a melhor desempenho nos testes de tolerancia a glicose em
modelos experimentais (PUGLIESE et al., 2012). Evidéncias recentes reforcam que
a plasticidade metabdlica intrinseca das células B-1 permite sua adaptacédo a
estados inflamatérios ou anabdlicos, favorecendo um perfil funcional compativel
com a manutengdo da homeostase energética e da resposta glicémica (WANG et
al., 2024). Em conjunto, esses dados indicam que alteragdes no numero, fungao ou
programacao metabdlica das células B-1 podem impactar diretamente a tolerancia
a glicose e o equilibrio metabdlico do organismo.

Estes resultados sugerem que os linfocitos B-1, uma vez transferidos, podem
manter e/ou amplificar sua capacidade de se comportar como células produtoras
de insulina in vivo, representando um novo paradigma na biologia do DM. Além
disso, os achados metabdlicos motivam a analise estrutural do pancreas, essencial
para interpretar a relagao entre fungao e morfologia.

A analise integrada da histopatologia pancreatica e da imunomarcagao de
insulina permite estabelecer um panorama claro da extensdo da destruigao
enddcrina induzida pela STZ e das diferencas entre animais respondedores e nao
respondedores a terapia com linfécitos B-1 reprogramados. Nos animais diabéticos
nao tratados, observou-se o padrao classico descrito na literatura (FURMAN, 2021),
caracterizado por ilhotas escassas, irregulares, atroficas e, em alguns casos,
completamente ausentes, refletindo a destruicdo pancreatica severa decorrente da
acao citotoxica seletiva da STZ sobre as células 3 pancreaticas. Esse perfil extremo
foi evidente no animal C1A-3, no qual nenhuma ilhota foi identificada.

Em contrapartida, animais que apresentaram valores glicémicos normais ao
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término do periodo experimental, como por exemplo C1A-2 e C2A-3, apresentaram
ilhotas grandes, regulares, bem delimitadas e com vasos aparentes. A presencga de
vacuolos no tecido exdcrino destes animais pode refletir atividade metabdlica
aumentada, embora a natureza dessa alteracdo permaneca a ser esclarecida.

Nos grupos tratados, observou-se um padrdo distinto entre animais
respondedores e ndo respondedores, especialmente quando considerado o tempo
de intervencgéo e o tempo de observacdo. No grupo 1B, tratado precocemente com
analise tardia, animais respondedores apresentaram multiplas ilhotas preservadas,
ainda que com imunomarcacao de insulina menos intensa que a de animais
saudaveis. Ja o animal nao respondedor, que se tornou diabético ao final, exibiu
acentuada reducdo no numero de ilhotas, sem sinal detectavel de insulina. Nos
grupos de tratamento tardio (2A e 2B), a heterogeneidade também foi marcada:
enquanto a maioria dos animais de 2A apresentou poucas ilhotas remanescentes,
um animal pontual exibiu preservagdo notavel; no grupo 2B, avaliado mais
tardiamente, trés dos 10 animais, os respondedores, mostraram multiplas ilhotas
regulares e bem vascularizadas, sugerindo preservagao estrutural parcial ao longo
do tempo.

A imunomarcagéao de insulina complementa esses achados estruturais. Em
todos os grupos experimentais observou-se redugéo da intensidade de marcagao
quando comparados ao padrao saudavel, coerente com a condi¢ao diabética. No
grupo 1B, animais respondedores mantiveram sinal positivo, embora reduzido,
enquanto o n&o respondedor exibiu auséncia de insulina. No grupo 2A, a
imunomarcacao foi discretamente positiva ou muito baixa em todos os animais,
independentemente da glicemia, sugerindo que o intervalo de sete dias apés o
tratamento tardio pode ter sido insuficiente para permitir recuperagao funcional. Ja
no grupo 2B, a preservacdo morfolégica observada sugere que niveis
discretamente superiores de insulina poderiam ser esperados, corroborando com
estudos que demonstram a recuperagao funcional parcial de células
remanescentes apods reducao da glicotoxicidade (SAISHO, 2015).

Integrando os achados morfoldgicos e funcionais, observa-se uma tendéncia
de melhor preservagado pancreatica nos animais respondedores ao tratamento.
Embora as analises morfométricas de area e perimetro das ilhotas ndo tenham
demonstrado diferengas estatisticamente significativas entre os grupos, foi

observada maior frequéncia de ilhotas identificaveis em amostras dos grupos
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respondedores, particularmente nos animais que apresentaram melhor controle
glicémico. Além disso, esses animais exibiram melhor preservagao tecidual,
vascularizacdo mais evidente e imunomarcagao compativel com producéao residual
de insulina. Em contraste, animais nao respondedores apresentaram alteracoes
morfolégicas mais pronunciadas, incluindo redugédo do numero de ilhotas
observadas. Quanto a presenga de insulina, animais ndo respondedores do
tratamento precoce apresentaram menor marcagao para insulina, enquanto os nao
respondedores avaliados mais tardiamente, apesar da auséncia de controle
glicémico, apresentaram marcacdo moderada para insulina nas ilhotas
pancreaticas, ndo havendo diferengcas observaveis entre respondedores e néao
respondedores neste quesito. Esses achados sugerem que a melhora funcional
observada em parte dos animais tratados pode estar associada a preservagao
parcial da arquitetura pancreatica, ainda que as diferengas morfométricas entre os
grupos nao tenham atingido significancia estatistica. A literatura sustenta que
vascularizacdo adequada, reducdo da inflamacao local e um microambiente
tecidual favoravel sao fatores essenciais para a sobrevivéncia e manutencéo da
funcdo das células B remanescentes (NASTESKA; HODSON, 2018). Nesse
sentido, os resultados sugerem que as células B-1 reprogramadas podem ter
exercido papel imunomodulador relevante, capaz de preservar estruturalmente as
ilhotas ou mitigar a progressao da destruigdo induzida pela STZ, promovendo um
ambiente propicio a recuperagao funcional, especialmente quando houve tempo
suficiente para a manifestacido dos efeitos terapéuticos.

Além das alteracdes pancreaticas, o comportamento dos linfocitos B-1 nos
tecidos periféricos revelou um componente adicional relevante da resposta
terapéutica. Um dos achados mais intrigantes e merecedores de atengao
aprofundada do presente estudo foi a redistribuigdo preferencial, no figado, dos
linfocitos B-1 transferidos adotivamente para a cavidade peritoneal. No animal C1A-
2, que exibiu controle glicémico completo e ndo desenvolveu diabetes, foi
identificada uma fragao elevada das células B-1 no figado, paralela a auséncia no
peritdbnio. Esse dado sugere fortemente um mecanismo de homing seletivo e
retencao hepatica, possivelmente facilitado pelo microambiente do 6rgao. Dado que
o figado é reconhecido ndo apenas como érgédo metabdlico, mas também como
sitio linfoide associado rico em células imunes residentes e migratérias

(FREITAS-LOPES et al., 2017), essa observagao ganha relevancia funcional.



58

Do ponto de vista metabdlico, o figado exerce papel central na regulagao da
glicemia, sendo responsavel pela gliconeogénese, glicogendlise e armazenamento
de glicogénio, tornando-se alvo essencial da insulina (KOEPPEN; STANTON, 2018;
KONIG, BULIK & HOLZHUTTER, 2012). Neste contexto, a presenca persistente de
linfécitos B-1 no figado poderia representar ndo somente um reservatério celular,
mas um nucleo funcional para o restabelecimento da homeostase glicémica, agindo
diretamente sobre os hepatdcitos, inibindo a gliconeogénese e estimulando a
captacdo e armazenamento de glicose, uma vez que permanega produzindo e
secrete insulina in vivo. A correlagao entre o aumento da frequéncia dessas células
no ambiente hepatico e a normoglicemia observada sustenta essa premissa. Ainda
que nao seja possivel estabelecer uma relagdo causal direta com os dados atuais,
essa associagao sugere que o figado possa atuar como um nicho funcional
permissivo para a agao dos linfécitos B-1 reprogramados. Nesse cenario, a eficacia
da terapia celular poderia depender n&o apenas da capacidade dessas células em
produzir insulina, mas de sua habilidade em alcancar e persistir em microambientes
capazes de potencializar sua atividade metabdlica.

Adicionalmente, o microambiente hepatico pode favorecer a manutencéo,
sobrevivéncia e funcionalidade das B-1 transferidas. Em condi¢des fisioldgicas e
patoldgicas, o figado abriga populagbes de linfocitos B, T, NK e outras células
imunes, além de células residentes como os macrofagos de Kupffer e células
endoteliais sinusoidais, que regulam a imunidade, tolerancia imunoldgica e
imunometabolismo (FREITAS-LOPES et al.,, 2017; KOTLYAROV, 2025). A
afinidade natural dos linfécitos B-1 por sitios imunes ndo convencionais e sua
capacidade de migrar e se infiltrar em tecidos (Smith & Baumgarth, 2019), reforga
a hipotese de que a expressao de moléculas de adesao no endotélio hepatico pode
facilitar a migracao e a residéncia das células B-1 neste nicho.

Diante desses achados, futuros estudos devem incluir 1) a pesquisa de
niveis da insulina e peptideo C no tecido hepatico, 2) a expressao hepatica de
receptores de insulina e transportadores de glicose (GLUTs) e 3) o perfil de
citocinas e mediadores inflamatérios e regulatérios no figado, apés o tratamento,
para confirmar a relevancia funcional desse homing hepatico na homeostase
glicémica.

Os resultados obtidos para os linfocitos B-1 demonstraram comportamento

distinto entre os 6rgaos avaliados. Enquanto peritdnio e figado ndo apresentaram
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diferengas significativas entre os grupos, o bago exibiu alteragdes importantes na
frequéncia dessa populagao celular. Curiosamente, os maiores percentuais de
linfocitos B-1 foram observados no grupo STZ, enquanto os grupos tratados com
linfécitos B-1 reprogramados apresentaram frequéncias significativamente
menores. Considerando o papel do bago como importante 6rgao linfoide secundario
e centro regulador das respostas imunes sistémicas, esse achado sugere que o
diabetes induzido pela estreptozotocina pode favorecer alteragées na composi¢cao
das populagdes nesse 6rgdo. Por outro lado, a redugdo observada nos grupos
tratados pode indicar que a transferéncia adotiva de linfécitos B-1 reprogramados
promoveu modulagao da resposta imune sistémica, interferindo na dindmica dessas
populagdes celulares. A regulacdo da inflamacdo e da interagcdo com outras
populagdes imunes ja foi descrito para os linfocitos B-1 produtores de IL-10 e
imunoglobulinas naturais (BAUMGARTH, 2011; SUCHANEK; CLATWORTHY,
2023).

Essas observacgdes orientam interpretagcdes mais amplas sobre o potencial
terapéutico dos linfocitos B-1 que transcendem o tratamento do DM, mas também,
para abordagens regenerativas e imuno modulatorias. Em teoria, a terapia baseada
em linfoécitos B-1 poderia oferecer vantagens importantes sobre a terapia de
substituicdo de células beta tradicionais, como o transplante de ilhotas. A
capacidade de autorrenovagao dos Linfocitos B-1 (KANTOR & HERZENBERG,
1993; SMITH; BAUMGARTH, 2019), quando no hospedeiro, poderia conferir a
terapia celular uma durabilidade potencialmente maior. Em modelo murino, a
transferéncia de linfécitos B-1 conferiu protecdo contra o desenvolvimento do
diabetes por sete meses (ALVARES-SARAIVA et al, 2015). Além disso, em
cenarios clinicos futuros, o uso de células B-1 autélogas mitigaria o risco de rejeigao
imunologica e a necessidade de imunossupressao continua, uma limitagao critica
das terapias atuais.

Dessa forma, os resultados aqui apresentados ampliam a compreensao do
papel dos linfécitos B-1 no contexto do diabetes experimental, sugerindo que essas
células podem atuar ndo apenas como efetores metabdlicos, mas como elementos
dindmicos capazes de integrar sinais imunolégicos e metabdlicos em diferentes
tecidos. Em conjunto, os resultados obtidos demonstram que a transferéncia
adotiva de linfécitos B-1 reprogramados metabolicamente foi capaz de promover

efeitos reguladores detectaveis em parte dos animais tratados, refletidos
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principalmente pela melhora dos parametros glicémicos e pela preservacgao parcial
de caracteristicas estruturais pancreaticas. Entretanto, a resposta ao tratamento
nao ocorreu de forma uniforme, sendo observada a coexisténcia de animais
respondedores e nao respondedores dentro dos grupos experimentais. Essa
heterogeneidade sugere que os efeitos terapéuticos observados dependem né&o
apenas das caracteristicas funcionais dos linfécitos B-1 transferidos, mas também
da interagdo dessas células com o microambiente imunoldgico e metabdlico do
hospedeiro, bem como do grau de comprometimento pancreatico previamente
estabelecido. Nesse contexto, os achados do presente estudo reforgam o potencial
dos linfécitos B-1 como moduladores da homeostase imunometabdlica, ao mesmo
tempo em que evidenciam a complexidade dos mecanismos envolvidos e a
necessidade de estudos adicionais para compreender os fatores associados a

variabilidade da resposta terapéutica.
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6 CONCLUSOES E CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados deste estudo demonstram que linfocitos B-1 reprogramados
metabolicamente apresentam capacidade de modular a fisiopatologia do diabetes
induzido por STZ, promovendo melhora da homeostase glicémica, preservagao
parcial da arquitetura pancreatica e manutengao de sinalizac&o residual de insulina.
A eficacia foi mais pronunciada quando a intervengao ocorreu precocemente e
quando houve maior tempo de permanéncia das células no organismo, sugerindo
acgao progressiva e dependente do estagio da doenga. O achado de acumulo das
células B-1 no figado de um animal respondedor aponta para a relevancia de
tecidos extra pancreaticos na mediacao terapéutica, destacando o potencial dos
linfécitos B-1 como plataforma celular inovadora e biologicamente plausivel para
estratégias futuras de tratamento do diabetes. A variabilidade morfoldgica
destacada no indculo de linfécitos B-1 deve ser alvo de estudos futuros para a
compreensao das diferencas ndo apenas estruturais, mas funcionais ocasionadas

pela reprogramacao metabdlica.
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A servico da vida

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Estudo do potencial terapéutico de linfocitos B-1 produtores de insulina no
controle glicémico no diabetes: investigacdo funcional, metabdlica e epigenética", protocolada sob o CEUA n?
6526280824 (D 003672), Sob a responsabilidade de Sandra Coccuzzo Sampaio Vessoni e equipe; Anuska Marcelino
Alvares Saraiva - que envolve a producdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da
Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Instituto Butantan de S&o Paulo (CEUAIB) na reunido de 29/10/2024.

We certify that the proposal "Study of the therapeutic potential of insulin-producing B-1 lymphocytes in glycemic
control in diabetes: functional, metabolic and epigenetic investigation”, utilizing 170 Isogenics mice (170 males),
protocol number CEUA 6526280824 (0 003672), under the responsibility of Sandra Coccuzzo Sampaio Vessoni and
team; Anuska Marcelino Alvares Saraiva - which involves the production, maintenance and/or use of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or
teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the
rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was APPROVED by the
Ethic Committee on Animal Use of the Butantan Institute of Sao Paulo (CEUAIB) in the meeting of 10/29/2024.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 10/2024 a 10/2027  Area: Laboratério de Fisiopatologia

Origem:  Biotério Central

Espécie: Camundongos isogénicos sexo: Machos idade: 6 a 8 semanas Quantidade: 30
Linhagem: C57BL/6 Peso: 20a25g

Origem:  Biotério Central

Espécie: Camundongos isogénicos sexo: Machos idade: 6 a 8 semanas Quantidade: 140
Linhagem: Balb/c Peso: 20a25g

Sao Paulo, 30 de maio de 2026

cl.&c_‘%;t/ : L- : : :

Luis Roberto de Camargo Gongalves Milene Silva Tino
Coordenador da Comisséo de Etica no Uso de Animais Viee:Cogrdenadorn daA(rZ‘(i)nr:\;sissao de Etieainoilisode
Instituto Butantan de Sao Paulo Instituto Butantan de Sao Paulo

Av. Vital Brasil, 1500 - Butanta 05503-900 Sao Paulo, SP - tel: 55(11) 3723-2132 - ramal 2132
Horério de atendimento: 2 2 a 6 2 das 09h as 11h e das 14h as 15h : e-mail: ceuaib@butantan.gov.br
CEUA N 6526280824
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/ \// Y Universidade Paulista
= J 7 Comissédo de Etiga no
UNIVERSIDADE PAULISTA Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Estudo in vivo do potencial de linfécitos B-1 capacitados metabolicamente a
producdo de insulina como alvo terapéutico no controle de diabetes mellitus", protocolada sob o CEUA n?
8454220124 (p001113), sob a responsabilidade de Anuska Marcelino Alvares Saraiva e equipe; Ana Paula Soares
da Silva - que envolve a produgao, manutencao e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estad de acordo com os preceitos da Lei
11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela Comissdo de FEtica
no Uso de Animais da Universidade Paulista (CEUA/UNIP) na reunido de 15/03/2024.

We certify that the proposal "In vivo investigation of the potential of B-1 lymphocytes metabolically capable to insulin
production as a therapeutic target in the control of diabtes mellitus", utilizing 35 Isogenics mice (35 males), protocol
number CEUA 8454220124 (poo1113), under the responsibility of Anuska Marcelino Alvares Saraiva and team; Ana
Paula Soares da Silva - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum
Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in
accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the
National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was APPROVED by the Ethic Committee on
Animal Use of the Paulista University (CEUA/UNIP) in the meeting of 03/15/2024.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 03/2024 a 07/2026  Area: Patologia Ambiental E Experimental

Origem:  Biotério de Experimentacao

Espécie: Camundongos isogénicos sexo: Machos idade: 8 a 12 semanas Quantidade: 20
Linhagem: BALB/c Peso: 20a25g

Origem:  Biotério de Experimentagao

Espécie: Camundongos isogénicos sexo: Machos idade: 8 a 10 semanas Quantidade: 15
Linhagem: BALB/c XID Peso: 20a25¢g

S&o Paulo, 30 de maio de 2026

oA P o

Profa. Dra. Maria Martha Bernardi Prof. Dr. José Guilherme Xavier
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Paulista Universidade Paulista

Rua Doutor Bacelar, 1212 - Vila Clementino - Sao Paulo/SP - CEP 04026-002 - tel: 55 (11) 5586-4090
Horario de atendimento: 22 a 62 das 8 as 18h : e-mail: ceua@unip.br
CEUA N 8454220124
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ANEXO 3 — APROVAGAO DO RELATORIO PARCIAL DO PROJETO DE
PESQUISA

/ y/ Y . Universidade Paulista
=ty J 4 Comissédo de Etica no
UNIVERSIDADE PAULIST, Uso de Animais

CERTIFICADO : RELATORIO PARCIAL vi502/2026

Certificamos que o RELATORIO PARCIAL (versdo de 19/02/2026) da proposta intitulada "Estudo in vivo do potencial de
linfécitos B-1 capacitados metabolicamente & produgéo de insulina como alvo terapéutico no controle de diabetes
mellitus", CEUA n2 8454220124 (ip 021890), Sob a responsabilidade de Anuska Marcelino Alvares Saraiva - que
envolve a producao, manutencao e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos vigentes para sua
apresentacao, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal
(CONCEA), sendo assim APROVADO pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Paulista (CEUA/UNIP)

em 12/03/2026.

Pedido apresentado a CEUA: 1. Qual o estéagio do estudo no momento? Resp: O estudo encontra-se em andamento. O relatério em anexo corresponde a
resultados apresentados como Iniciagdo Cientifica (agosto de 2025) e Tese de Doutorado (qualificada em dezembro de 2025). Estd em andamento a
repeticao de 2 grupos experimentais e falta a inclusao da metodologia aprovada no Ultimo adendo solicitado, em que o acompanhamento dos animais sera
feito por 4 meses apds a indugdo de diabetes. Inclusive, apés depdsito de relatério parcial, sera feito um pedido de adendo para inclusao de novos animais, ja
que diferentemente do previsto, a indugao de diabetes nao foi consistente e tivemos perdas durante os experimentos. Na solicitagao serao dados mais
detalhes. 2. Por quanto tempo mais o estudo se estendera? Resp: O estudo se estendera até julho de 2027. O ditimo relatério (IC da aluna Nicole na FAPESP)
sera entregue em janeiro de 2027 e precisamos de tempo habil caso seja solicitada alguma alteracdo por parte dos revisores. 3. Resultados parciais ou totais
apresentados em congresso? Resp: Sim. Os resultados obtidos até agora ja foram apresentados em congressos nacionais, como Encontro Cientifico da UNIP,
Encontro de Iniciacao Cientifica da UNIP (com premiacao pelo 12 lugar na area da salde), Congresso Multidisciplinar da ANAD, Encontro de Meninas e
Mulheres Cientistas da SBPC e também no congresso internacional da Sociedade Brasileira de Imunologia durante o ano de 2025. 4. Resultados parciais ou
totais ja publicados? Resp: Os resultados totais serdo puiblicados apés o término das etapas experimentais e apresentacao final da tese de Doutorado da
aluna Ana Paula e aprovagao do relatério FAPESP da aluna Nicole.

Consideragoes da CEUA: 03/03/2026 : APROVADO - Ref. CEUA N° 8454220124 Apreciacao de relatério parcial. Segundo informagodes do responsavel, o estudo
encontra-se em andamento. Foi apresentado relatério completo, contemplando resultados parciais. O estudo se estendera até julho de 2027. Os resultados
foram apresentados em congressos nacionais e internacionais e ainda nao foram publicados. Relatério aprovado.

Término previsto: 07/2026

ANIMAIS UTILIZADOS

Quantidade Quantidade
Aprovada Utilizada
Camundongos isogénicos Machos 90 80
Yo f A e ,
Profa. Dra. Maria Martha Bernardi Prof. Dr. José Guilherme Xavier
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Paulista Universidade Paulista

Rua Doutor Bacelar, 1212 - Vila Clementino - Sao Paulo/SP - CEP 04026-002 - tel: 55 (11) 5586-4090
Horério de atendimento: 22 a 62 das 8 as 18h : e-mail: ceua@unip.br
CEUA N 8454220124 _21890
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ANEXO 4 — APROVAGAO DA EMENDA PARA AUMENTO NO NUMERO DE
ANIMAIS

/ y/ ! -~ Universidade Paulista
=ty J &7 Comissédo de Etica no
UNIVERSIDADE PAULIST, Uso de Animais

CERTIFICADO : EMENDA 200212026

Certificamos que a EMENDA (verséo de 20/02/2026) da proposta intitulada "Estudo in vivo do potencial de linfécitos
B-1 capacitados metabolicamente a produgao de insulina como alvo terapéutico no controle de diabetes mellitus",
CEUA n® 8454220124 (p 036038), Sob a responsabilidade de Anuska Marcelino Alvares Saraiva e equipe; Ana Paula
Soares da Silva; Lucas Miranda Corona; Nicole Erculana Phelippe - que envolve a produgao, manutencgao e/ou
utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos vigentes para sua apresentacdo, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), sendo assim APROVADO pela
Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Paulista (CEUA/UNIP) em 12/03/2026.

Pedido apresentado a CEUA: Os resultados obtidos até o momento tém demonstrado o potencial de linfocitos B-1 reprogramados metabolicamente no
controle glicémico de camundongos diabéticos. J& avancamos na demonstracao do potencial da trabsferéncia celgular adotiva em modular o metabolismo de
glicose in vivo e atuar ndo somente promovendo a normoglicemia, mas também na melhora da tolerancia a glicose. Quanto ao rastreio celular, tivemos
dificuldade copm a técnica aplicada, uma vez que nao foi possivel recuperar o sinal fluorescente apds o periodo experimental proposto. No entanto, ha
evidéncias do aumento da populagao de linfécitos B-1 no figado de camundongos XID de animais que apresentaram normoglicemia apds a transferéncia
celular adotiva, apontando o figado como um 6rgao alvo para aprofundar as investigacées. Independentemente desses achados, em Ultimo adendo ja
haviamos proposto a investigacao dos aniamis por periodo prolongado, para investigagao de potencial transformacao maligna das células em érgaos-chave.
No final de 2025, foi iniciado o protocolo para este fim, no entanto, nenhum animal desenvolveu diabetes apds as injecdes de estrptozotocina, totalizando
uma perda de 13 camundongos XIDs. Durante todo o estudo, dos 40 BALB/c XID aprovados, 38 foram utilizados. Desses, 1 animal morreu durante o
tratamento com STZ para indugao de diabetes, 17 foram excluidos do estudo, pois ndo desenvolveram diabetes (13 animais supracitados + 4 animais do
protocolo de abservagao aguda). 20 animais seguiram no estudo até eutanasia. Para cada XID que sera inoculado com linfocitos B-1, performamos uma
cultura de células peritoneais aderentes de 2 BALB/c. Durante o estudo, dos 50 BALB/c aprovados, 42 animais foram utilizados. Desses, houve perda de, pelo
menos, 24 animais, pois uma vez iniciada a cultura, ndo conseguimos recuperar as células, caso a indugao de diabetes nao seja satisfatoria. Ainda, apds
passar por exame de qualificagdo, foi proposto pela banca um controle adicional ao estudo, tratando-se de animais XID que nao passarao pelas injecoes com
STZ ou pela transferéncia adotiva de linfocitos B-1 reprogramados metabolicamente, n=3. Deste modo, para reprodugao do protocolo experimental proposto,
incluindo reposicao de perda experimental e que ainda serd executado, serao necessarios 20 BALB/c XID e 35 BALB/c adicionais para finalizar as etapas
experimentais, ja contando com possiveis perdas devido a inducdo de diabetes. Informamos que todos os procedimentos experimentais ja foram
apresentados a CEUA no projeto. Nesta proposta, segue em anexo os resultados obtidos até o momento (Relatério Parcial) e outro arquivo com os
procedimentos que ainda serao executados (Projeto IC FAPESP Nicole) para esclarecimento. Esperando contar com o apoio desta CEUA para continuar e
finalizar este estudo que tem se demonstrado de alta relevancia cientifica, traduzida pelo apoio FAPESP e premiagdes copncedidas pela apresentagdo de seus
resultados parciais, subscrevemos atenciosamente e nos mantemos a disposicao para quaisquer esclarecimentos.

Consideracoes da CEUA: 03/03/2026 : APROVADO - Ref. CEUA N° 8454220124 Apreciacdo de solicitagdo de emenda para o acréscimo de sujeitos
experimentais. Foram apresentadas justificativas no sentido de intercomréncias metodolégicas durante a execucao do estudo e a necessidade de incluséo de
um novo grupo controle. Solicitagao aprovada.

Término previsto: 07/2026

Origem:  Biotério de Experimentagao
Quantidade

Espécie: Camundongos isogénicos sexo: Machos idade: 8 a 12 semanas =i 5435
solicitada:
Linhagem: BALB/c Peso: 20a25¢g
Origem:  Biotério de Experimentagao
Espécie: Camundongos isogénicos sexo: Machos idade: 8 a 10 semanas Q“.a’.“'da‘fe +20
solicitada:
Linhagem: BALB/c XID Peso: 20a25¢g
ANIMAIS UTILIZADOS
Quantidade
Total Aprovado Utilizada
Camundongos isogénicos Machos 145 0

Rua Doutor Bacelar, 1212 - Vila Clementino - Sao Paulo/SP - CEP 04026-002 - tel: 55 (11) 5586-4090
Hordrio de atendimento: 22 a 62 das 8 as 18h : e-mail: ceua@unip.br
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ANEXO 5 - CELULA B PANCREATICAS CORADAS POR
IMUNOFLUORESCENCIA, EM VERDE A PRODUCAO DE INSULINA E AZUL OS
NUCLEOS CELULARES.

Fonte: LEMMC( — Laboratério de Endocrinologia Molecular e Metabolismo, USP.
Disponivel em: https://sites.usp.br/lemmcbeta/
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