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INDUGAO DA EXPRESSAO DA MOLECULA INDOLEAMINA 2,3-DIOXIGENASE (IDO)
COMO TERAPIA GENICA EM TRANSPLANTE DE ILHOTAS PANCREATICAS

Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) expression induction as gene therapy in experimental pancreatic
islet transplantation

Humberto Dellé, Irene Lourdes Noronha

RESUMO

O bloqueio da rejeig@o ao enxerto ¢ fundamental para o sucesso do transplante de ilhotas pancreaticas (IP). Uma atraente alternativa surge
do paradoxo imunoldégico durante a gravidez, onde a mae nao rejeita o feto imunologicamente distinto. Esta protecdo pode ser devido a
produgio placentaria de IDO. Objetivo: Construir um vetor para induzir a expressdo de IDO em IP e analisar se a produgdo de IDO protege
as IP em transplante alogénico experimental. Métodos: O cDNA da IDO foi isolado de placenta de ratas, ligado no vetor pcDNA 3,1 ¢
transfectado em IP através de lipofecgdo. A expressao da IDO nas IP foi confirmada por RT-PCR, imuno-histoquimica e analise funcional.
Ratos Lewis diabéticos induzidos por estreptozotocina (glicemia>300mg/dL) receberam IP sob a capsula renal e foram divididos em 3
grupos: ISO Tx (isogénico), ratos transplantados com IP de ratos Lewis; ALO Tx (alogénico), transplante com IP de ratos Sprague-Dawley
(SD); e ALO+IDO Tx, transplante com IP de ratos SD transfectadas com vetor-IDO. Resultados: O grupo ISO permaneceu normoglicémico
pos-transplante, enquanto que o grupo ALO Tx voltou a apresentar hiperglicemia (>300mg/dL) logo ap6s o transplante (11+1 dias). O grupo
ALO+IDO Tx manteve-se com glicemia <300mg/dL. No PO-45, o grupo ISO Tx apresentou niveis normais de insulina sérica (0,55+0,13
ng/mL), enquanto que o ALO Tx apresentou diminui¢ao significativa (0,14+0,02 ng/mL;p<0,05). O grupo ALO+IDO Tx apresentou niveis
de insulina sérica significativamente maiores comparado ao ALO Tx (0,33+0,04 ng/mL;p<0,05). Conclusio: A inducdo da expressao de
IDO em IP confere protecdo as IP, aumenta a sobrevida e promove um melhor controle metabolico.

Descritores: I1hotas pancreaticas; Rejeicdo de enxerto; Terapia de Genes; Diabetes Melito

INTRODUCAO

O transplante de ilhotas pancreaticas (IP) representa uma atraente
alternativa de tratamento para o paciente diabético tipo 1. Essa
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modalidade de transplante celular pode restabelecer o controle
metabolico do paciente diabético, estacionando ou até mesmo
revertendo complicagdes secundarias tais como nefropatia,
neuropatia e retinopatia diabética.1-3

O desenvolvimento da metodologia do transplante celular tem
despertado grande interesse na comunidade cientifica, especialmente
por se tratar de um procedimento simples, com poucas complica¢des
e diminuigdo do tempo de hospitalizagdo.4,5 No entanto, assim como
em transplante de 6rgaos solidos, 0 uso de drogas imunossupressoras
de forma continua é fundamental para o sucesso do transplante, com
o inerente risco de seus efeitos colaterais.

Estratégias para evitar a rejei¢do sem comprometer o sistema
imunologico do paciente tém sido intensamente investigadas,
particularmente em transplante celular, onde as células podem ser
manipuladas “in vitro” antes do transplante.

Neste contexto, o paradoxo imunoldgico observado na reprodugao
de mamiferos, onde antigenos fetais sdo tolerados pelo
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organismo materno, traz novos conceitos para a compreensio da
imunomodulag@o. Durante a gravidez, o feto, que é considerado
imunologicamente alogénico (por possuir metade dos genes
paternos), ndo ¢ rejeitado pela mae. O intrigante mecanismo pelo
qual o sistema imune da mae reconhece o feto como self ainda ndo
foi elucidado, porém, existem fortes evidéncias que a molécula
indoleamina2,3 dioxigenase (IDO), produzida pela placenta,
possa exercer um importante papel. De fato, estudos realizados
por Munn e colaboradores demonstraram que a inibi¢do quimica
de IDO durante a gravidez induziu aborto em camundongos,
caracterizado por rejei¢do do tecido embrionario mediada por
linfocitos T alorreativos.6

O mecanismo pelo qual a IDO exerce efeito imunomodulador ainda
ndo foi completamente elucidado, porém, a deplegdo de triptofano
pode ser uma explicagdo, devido ao fato desse aminoacido ser
essencial para a sintese de proteinas, e, portanto, para a proliferagdo
celular.7 Assim, a deplegdo de triptofano impede a proliferagdo de
linfocitos T alorreativos. Por outro lado, estudos mais recentes tém
demonstrado que o efeito imunomodulador da IDO néo se limita
apenas a deplegao de triptofano, mas também aos metabdlitos que
sdo gerados a partir daquele aminoacido, mais especificamente os
derivados da quinurenina. Terness e colaboradores demonstraram
que células dendriticas expressando IDO inibem a proliferagdo
de linfocitos T “in vitro” e a adi¢do de derivados da quinurenina
potencializa esse efeito inibitorio.8. Além de inibir a proliferagao,
os derivados da quinurenina induzem a apoptose em linfocitos T
“in vitro” e suprimem timdcitos alorreativos “in vivo”. 9

Além disso, a indugdo da expressido de IDO em fibroblastos aumenta
a sobrevida dessas células em xenotransplante.10 Estudos recentes
demonstram que a IDO tem efeito imunomodulador e pode proteger
o tecido transplantado,11-13 indicando sua possivel utilizagdo no
transplante de IP. Estudo com camundongos espontaneamente
diabéticos demonstrou que a indugdo da expressdo de IDO
previamente ao inicio da doenga aumentou a sobrevida das IP nessa
doenga auto-imune.14 Baseado nesse novo conceito de prote¢do
contra a resposta imune, o presente estudo teve como objetivo
isolar o cDNA da IDO e transfectar esse cDNA em IP para induzir
aexpressao “in vivo” de IDO e, dessa forma, analisar seu efeito em
modelo experimental de transplante alogénico de IP.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Para o presente estudo foram utilizadas trés ratas gravidas da
linhagem Lewis para isolamento do cDNA da IDO e 130 ratos
machos das linhagens Lewis e Sprague-Dawley para realizacao
do isolamento e do transplante de IP. Os ratos da linhagem Lewis
foram criados no biotério local do Laboratério de Investigagdo
Médica 16 (Faculdade de Medicina da USP) a partir de matrizes
adquiridas comercialmente do Centro Multidisciplinar para
Investigagdo Biologica (CEMIB) da UNICAMP. J4 os animais da
linhagem Sprague-Dawley foram obtidos do biotério do Instituto
de Quimica da Universidade de Sao Paulo.

Toda metodologia aplicada no presente estudo foi aprovada pela
Comissio de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do Hospital
das Clinicas (CAPPESQ, protocolo 236/05) e pela Comissao Interna
de Biosseguranga do Departamento de Radiologia da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo.
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Obtencao de IP para transplante experimental
Isolamento de IP

Para o isolamento de IP foram utilizados ratos machos Lewis ou
Sprague-Dawley. Os animais foram anestesiados com ketamina/
xilazina e os pancreas foram perfundidos com Liberase RI (Roche
Laboratories, Indiana, EUA) e permaneceram a 37°C por 20
minutos para completa digestdo. As IP foram purificadas através
de gradiente continuo de iodixanol, formado por quatro solugdes
de iodixanol (Visipaque, Roche Laboratories, Indiana, EUA) com
diferentes densidades: 1,125 g/cm3, 1,110 g/cm3, 1,080 g/cm3
e 1,030 g/cm3. O pellet formado por tecido pancreatico foi re-
suspendido em 10 mL de iodixanol 1,125 g/cm3. Em seguida, 10
mL de iodixanol 1,110 g/cm3 e 10 mL de iodixanol 1,080 g/cm3
foram adicionados simultaneamente através de bomba peristaltica,
formando um gradiente continuo. Para finalizar, foram adicionados
5SmL deiodixanol a 1,030 g/cm3. O gradiente foi entdo centrifugado
a 400g por 20 minutos em temperatura ambiente e as IP foram
coletadas com os primeiros 10 mL de gradiente. As IP foram
lavadas em meio RPMI por trés vezes, para retirada de residuos de
iodixanol e o pellet de IP purificadas foi re-suspendido em RPMI
para contagem das IP apods coloracdo com ditizona e posterior
avaliacdo funcional.

Teste de estimulo com glicose para analise funcional das IP

A analise funcional consistiu em estimular IP em cultura com
concentragdes de glicose baixa (2,75 mM) e alta (16,5 mM) e
verificar a concentracao de insulina presente no sobrenadante de IP.
Foram utilizadas 30 IP de aproximadamente 150 pm de diametro,
purificadas através de gradiente continuo de iodixanol, divididas
em trés grupos. Cada grupo de dez IP foi colocado em placa de
cultura com area de 2 cm2 contendo 2 mL de solugdo de Krebs (25
mM Hepes, 114 mM NacCl, 23 mM NaHCO3, 5 mM KCl, 2 mM
CaCl2 2H20, 0,9 mM MgCl2, 0,1% BSA, pH 7,2) com 2,75 mM de
glicose. As IP foram mantidas em incubadora a CO2 5% durante 45
minutos e, em seguida, o sobrenadante foi coletado e substituido
por 2 mL de solucao de Krebs contendo 16,5 mM de glicose. As
IP foram novamente incubadas sob 5% de CO2 por 45 minutos e
o sobrenadante foi coletado e substituido por 2 mL de solugdo de
Krebs contendo 2,75 mM de glicose. As IP permaneceram por mais
45 minutos em incubadora e o sobrenadante foi coletado. A insulina
presente no sobrenadante foi dosada por radioimunoensaio (RIA),
utilizando-se kit especifico para insulina de rato (Linco Research,
Missouri, EUA).

Construcao do vetor de expressao para IDO

Extracao de RNA

Para obteng¢do do cDNA da IDO, o RNA total foi extraido de
placentas de ratas Lewis com 5, 10 e 15 dias de gestac@o, através
do reagente Trizol (Invitrogen, Califérnia, EUA), seguindo-se o
protocolo sugerido pelo fabricante.

Reacao de transcriptase-reversa

A reagdo de transcri¢do reversa foi realizada utilizando-se o kit
SuperScriptTM 111 Reverse Transcriptase (Invitrogen, California,
EUA). Resumidamente, cinco microgramas de RNA total contidos
em 11 pL de agua livre de RNase foram misturados a 1 pL de
dNTPs (10 mM) e a 1 puL de oligo (dT) (50 uM). A mistura foi
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aquecida a 65°C por 5 minutos e resfriada em gelo. Em seguida,
foram adicionados 4 pL de 5X first-strand buffer, 1 pL. de DTT (0,1
M), 1 uL de inibidor de RNase e 1 pL de SuperScript I11. A mistura
foi aquecida a 50°C por 60 minutos e a 70°C por 15 minutos. Apos
areacdo, as amostras permaneceram a —20°C.

Reacéao de PCR para IDO

A reagdo em cadeia da polimerase foi realizada utilizando-
se a enzima Platinum® Taq DNA polymerase High Fidelity
(Invitrogen, Califérnia, EUA). Os primers foram desenhados
para amplificar 100% do cDNA da IDO e cada primer continha
uma seqiiéncia extra formando um sitio especifico para uma
enzima de restricdo para posterior subclonagem. Primer
forward (5-GCTAGCATGCCTCACAGTCAAATATCTCC-3’),
com sitio para a enzima Nhe I, e primer reverse
(S ’GTTTAAACCTAAGGCCAACTCAGAAGGG-3’), com sitio
para a enzima Pme I. A reacdo de PCR foi realizada a 35 ciclos de
94°C por 30 segundos, 62°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto.
O produto do PCR corresponde ao cDNA da IDO, com 1224 pb.

Subclonagem do cDNA especifico para a IDO

O produto do PCR de 1224pb foi subclonado utilizando-se o vetor
pGEM-T (pGEM-T Easy Vector Systems, Promega, Madison, EUA)
¢ a bactéria super competente One Shot® Top 10F’ (Invitrogen,
California, EUA). Resumidamente, dois microlitros de produto
de PCR foram acrescidos de 5 pL de 2x rapid ligation buffer, In
de vetor pGEM-T, 1 uL de DNA ligase e 1 pL de 4gua. Apds uma
hora de incubagdo em temperatura ambiente, 2uL. da reagdo de
ligacdo foram adicionados a S0uL de bactérias super competentes
(One Shot® Top 10F’, Invitrogen, Califérnia, EUA). As bactérias
foram incubadas a 42°C por 50 segundos ¢ levadas ao gelo. Foram
acrescentados 950uL de meio SOC (Invitrogen, California, EUA)
e as cé¢lulas foram incubadas a 37°C por duas horas sob agitacao
constante (150 rpm) (Amerex, California, EUA). Apds incubagao,
100uL de bactérias foram incubados em placas de LB Agar,
contendo ampicilina (100pg/mL, Strides Arcolab, Bangalore, India),
IPTG (1,5mM) (Invitrogen, Califérnia, EUA) e X-Gal (80pug/mL)
(Invitrogen, California, EUA). As placas permaneceram a 37°C
durante 24 horas e dez colonias brancas, resistentes a ampicilina
foram colhidas e incubadas individualmente com 2mL de meio LB
(Invitrogen, California, EUA) durante 24 horas.

Ligacao do cDNA para IDO no vetor de expressao

Ap6s a subclonagem, o vetor P GEM-T foi digerido com as enzimas
Pme I e Nhe I ¢ o inserto de 1224 pb (¢cDNA da IDO) foi ligado
ao vetor de expressao pcDNA 3.1 (Invitrogen, California, EUA).
Resumidamente, ap6s digestdo, as amostras de DNA bacteriano
foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8% e a banda
referente ao cDNA da IDO foi eluida de gel através do kit Wizard SV
Gel Clean-up (Promega, Madison, EUA). Em seguida, foi realizada
reacdo de ligacdo do cDNA da IDO com o vetor de expressdo
pcDNA 3.1, através da acdo da enzima T4 ligase (Invitrogen,
California, EUA), conforme protocolo do kit.

Sequenciamento do cDNA para a IDO
A sequénciadoinserto IDO foi confirmada através de sequenciamento
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do inserto contido no vetor pcDNA 3.1 (+). Um microlitro de
vetor-IDO (0,5 pg) foi acrescido de 6 pL de 5X sequencing
buffer (Applied Biosystems, California, EUA), 2 uL de primer
T7 (Invitrogen, Califéornia, EUA), 2 pL de BigDye® Terminator
(Applied Biosystems, California, EUA) e 4gua para 20 pL. A reagdo
foi submetida a 35 ciclos de 10 segundos a 96°C, 10 segundos a
50°C e 2 minutos a 60°C, através de termociclador (PTC-100,
MJ Research, Watertown, EUA). Em seguida, foram adicionados
80uL de isopropanol (Sigma, St. Louis, EUA) e, ap6s incubagao de
25 minutos em temperatura ambiente, a mistura foi centrifugada
a 13000 g por 30 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o
pellet re-suspendido em 200 pL de etanol 70% e centrifugado a
13.000 g por 20 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o pellet
permaneceu a 37°C por 15 minutos para posterior sequenciamento.
No sequenciamento, o pellet foi re-suspendido em tampao de corrida
(Applied Biosystems, California, EUA) e injetado no seqiienciador
(ABI Prism 377, Applied Biosystems, Califérnia, EUA).

Transfeccao das IP com o cDNA da IDO

A transfecgdo do cDNA foi realizada utilizando-se técnica ndo-viral
através da lipofectamina. Para determinar a melhor concentragao
do vetor-IDO para transfectar IP, grupos de 10 IP foram incubados
em wells de uma placa de 96 contendo 100puL de meio RPMI
(Invitrogen, California, EUA). Doze wells possuiam Lipofectamina
2000 (Invitrogen, Califérnia, EUA) (4pL/mL de meio) sem vetor-
IDO, 12 wells possuiam Lipofectamina 2000 mais vetor-IDO na
concentragdo de 0,5ng/uL, 12 wells possuiam Lipofectamina 2000
mais vetor-IDO na concentra¢do de Ing/uL e 12 wells possuiam
Lipofectamina 2000 mais vetor-IDO na concentragdo de 10ng/uL.
As IP permaneceram incubadas por 1 hora, 15 horas e 24 horas. Ao
término destes periodos, trés wells de cada grupo foram utilizados
para extragdo de RNA e RT-PCR.

RT-PCR para controle da eficiéncia da transfeccao

A expressdo da IDO foi analisada por RT-PCR para avaliar a
transfec¢do das IP. RNA total foi extraido das IP através de
reagente de Trizol (Invitrogen, California, EUA) e a reagdo de
RT-PCR foi realizada conforme descrito anteriormente. Além
disso, PCR foi realizada para o gene housekeeping beta2-
microglobulina, utilizando-se primers especificos (forward
5’-CTCCCCAAATTCAAGTGTACTTCTG-3" e reverse
5S’GAGTGACGTGTTTAACTCTGCAAGC-3’). A reagdo de PCR
foi realizada a 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 62°C por 30
segundos e 72°C por um minuto. O produto do PCR corresponde
ao cDNA da IDO, com 1224 pb.

Imuno-histoquimica para controle da eficiéncia da
transfeccgéao

A expressdo da IDO pelas IP transfectadas em nivel protéico
também foi analisada. Foi realizada imuno-histoquimica para
IDO em placenta de rata com 10 dias de gestacdo (controle) e em
IP transfectadas ou ndo com vetor-IDO, na concentragao de 10ng/
pL por 24 horas. O tecido placentério e as IP foram submetidos a
bloqueios com solugdes de avidina, biotina e com soro de cavalo
para evitar ligagdes inespecificas. Para identificagdo da IDO foi
utilizado o anticorpo de carneiro anti-IDO de rato (1:100) (Zymed,
Sdo Francisco, EUA). Como anticorpo secundario, foi utilizado o



Indugado da expressdo da molécula indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) como terapia génica em transplante de ilhotas pancreaticas

anti-carneiro biotinilado (Vector, Burlingame, EUA), seguido do
complexo estreptavidina-fosfatase alcalina (Dako, Carpinteria,
EUA). Para arevelagao, foram utilizados o substrato para a enzima
fosfatase alcalina e o corante fast-red (Sigma Chemical CO, St.
Louis, MO, EUA).

Quantificacao de triptofano por HPLC

Para avaliar a funcionalidade da IDO produzida pelas IP
transfectadas, o aminoacido triptofano foi quantificado pelo
método de HPLC (High-performance liquid chromatography) no
sobrenadante, apos cultura das IP. As IP (2.500 IP) foram mantidas
em incubadora de CO2 por 24 horas com RMPI (50 mL) (2% soro
fetal bovino) contendo Lipofectamina ou Lipofectamina + vetor-
IDO (10ng/mL). Apds 24 horas, o meio de cultura foi trocado e as
IP permaneceram em incubadora de CO2 por 96 horas em RPMI
contendo 10% de soro fetal bovino e antibidticos (penicilina
100 pg/mL e estreptomicina 100 pg/mL). Para quantificacdo de
triptofano, uma amostra de 1 mL do meio de cultura foi coletada
apos 48 horas e outra amostra foi coletada apds 96 horas. O RPMI
sem IP foi usado como controle. As amostras foram preparadas
¢ injetadas automaticamente no sistema Agilent 1100 do HPLC
(Agilent Technologies, Califérnia, EUA). A amostra foi eluida
isocraticamente em tampao de acetato de sdédio (10mmol/L)/
acetonitrila, 96/4, com fluxo constante por 30 minutos, através
de uma pré-coluna de 12,5 X 4,6mm (Sum) (Agilent Eclipse,
820950926, Agilent Technologies, California, EUA) e através de
uma coluna analitica de 4,6 X 250mm (5um) (Agilent Hypesil ODS,
7992618-585, Agilent Technologies, Califérnia, EUA). Os picos
foram detectados em 280nm de absorbancia ultravioleta, e foram
integrados por meio do software Chemstation Agilent (G2170A A,
Agilent Technologies, Califérnia, EUA) e foi construida uma curva
padrdo com solugdes de triptofano (Sigma, Sto. Louis, EUA) nas
concentragdes de 1, 5, 10 e 20 mg/L.

Analise da mortalidade das IP pés-transfeccao

Para avaliar o efeito da IDO sobre a mortalidade das IP foi utilizada
colorac@o por azul de Tripan, que cora células mortas em azul. As IP
foram isoladas por gradiente continuo de iodixanol e incubadas em
placas de cultura de 24 wells (50 IP/mL/ well) sob quatro diferentes
condi¢des: apenas com meio RPMI; com meio RPMI contendo
4uL/mL de Lipofectamina 2000; com meio RPMI contendo
lipofectamina 2000 + vetor-IDO; e com meio RPMI contendo
lipofectamina 2000 + vetor-CAT (controle). As IP permaneceram
incubadas por quatro diferentes periodos em incubadora de CO2:
1, 3, 5 e 10 dias, sendo feitas triplicatas para cada condig@o. Apos
o periodo de incubagdo, as IP foram coradas com azul de Tripan
e 10 IP de cada well foram analisadas. A porcentagem de células
mortas por IP foi calculada com o programa Adobe Photoshop CS,
onde foi possivel selecionar as células azuis e calcular a quantidade
de pixels das células coradas e ndo-coradas.

Transplante experimental de IP

O transplante experimental foi realizado em ratos Lewis
machos tornados diabéticos através de uma unica injecao de
estreptozotocina pela veia caudal na concentragdo de 55 mg/
Kg. A glicemia dos animais foi verificada através de fotometria
(Accu-Chek Advanage, Roche Laboratories, Alemanha), dois dias
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apos a injegdo de estreptozotocina e os animais que apresentavam
glicemia >300 mg/dL foram considerados diabéticos. Cinco dias
apos a inje¢do de estreptozotocina, os animais com comprovada
hiperglicemia foram submetidos a transplante. Para tanto, os
animais foram anestesiados com ketamina/xilazina e receberam
2.500 IP sob a capsula renal. Resumidamente, as IP isoladas e em
cultura foram coletadas em capilar de vidro com auxilio de uma
micro-seringa Hamilton (Nevada, EUA). O capilar foi centrifugado
a 150g por um minuto e o pellet de IP foi formado na ponta do
capilar de vidro. Os ratos receptores foram anestesiados através
de injecdo intraperitoneal de cetamina (35,6 mg/Kg) (Ketamin-S,
Cristalia, Brasil) e xilazina (5,7 mg/Kg) (Ronpun, Bayer, Alemanha)
e submetidos a lombotomia esquerda. O rim esquerdo foi acessado
e um corte de 5 mm foi feito na capsula renal. O capilar de vidro
contendo o pellet de IP foi entdo colocado sob a cépsula renal e as
IP foram injetadas com auxilio de um micro-injetor, construido
especificamente para essa finalidade.

O micro-injetor consistiu de uma seringa de vidro de ImL, acoplada
a um micrometro com escala de 0,00lmm (Digimess, Sdo Paulo,
Brasil). Apos infusdo das IP, a cépsula renal foi cauterizada e a
incisdo da lombotomia do animal foi suturada com fio de seda 5,0
(Ethicon, Sdo Paulo, Brasil). A glicemia e o peso foram verificados
24 horas pos-transplante e a reversdo do diabetes foi considerada
quando os animais apresentaram normoglicemia.

Grupos experimentais

Transplantes isogénicos e alogénicos foram realizados no presente
estudo. No transplante isogénico foram utilizados ratos Lewis
como doadores e receptores. No transplante alogénico foram
utilizados ratos Sprague-Dawley como doadores e ratos Lewis
como receptores.

Os animais receberam 2500 IP sob a capsula renal e foram divididos
em trés diferentes grupos: ISO Tx (isogénico) (n=6), ratos Lewis
transplantados com IP de ratos Lewis; ALO Tx (alogénico) (n=15),
ratos Lewis transplantados com IP de ratos Srague-Dawley; e
ALO+IDO Tx (n=11), ratos Lewis transplantados com IP de ratos
Sprague-Dawley transfectadas com vetor-IDO. Nove ratos Lewis
diabéticos nao-transplantados foram utilizados como controle.

Os animais foram acompanhados por 45 dias, verificando-se o peso,
a glicemia e os niveis de insulina sérica. Trés animais de cada um
dos grupos ALO Tx e ALO+IDO Tx foram sacrificados 10 dias
pos-Tx, para analise da expressao de insulina e IDO através de
imuno-histoquimica.

Radioimunoensaio para dosagem de insulina

Para realizagdo do RIA foram utilizados kits para dosagem de
insulina de rato (Linco Research, Missouri, EUA) e leitor para
radiacdo gama (Gamma 5500B, Beckman, EUA). A curva padrao
foi feita seguindo-se as orienta¢des sugeridas pelo Kit. Foram
utilizadas amostras de sangue (0,5 mL) colhidas antes da inducéo
do diabetes, antes do transplante, um dia pds-transplante e 45 dias
pos-transplante.

Analise de imuno-histoquimica para Insulina e IDO

Imuno-histoquimica foi utilizada para comprovar a presenga de
insulina e IDO no enxerto dos animais dos grupos ALO Tx e
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ALO+IDO Tx sacrificados com 10 dias. O tecido renal contendo
as [P foi fixado em laminas de vidro e foram realizados bloqueios
com solucdes de avidina e biotina e com soro de cavalo. Para
identificacdo de insulina foi utilizado o anticorpo de camundongo
anti-insulina de rato (1:100) (Santa Cruz, Califérnia, EUA) e
para a identificacdo de IDO foi utilizado anticorpo de carneiro
anti-IDO de rato (1:100) (Zymed, Sao Francisco, EUA). Como
anticorpos secundarios, foram utilizados o anticamundongo
biotinilado absorvido em rato (Vector, Burlingame, EUA)
e o anti-carneiro biotinilado (Vector, Burlingame, EUA),
seguidos do complexo estreptavidina-fosfatase alcalina (Dako,
Carpinteria, EUA). Para a revelacao, foram utilizados o substrato
para a enzima fosfatase alcalina e o corante fast-red (Sigma
Chemical CO, St. Louis, MO, EUA).

A porcentagem de tecido positivo tanto para insulina como para
IDO foi calculada através do programa Image Pro-Plus 6.0 (Media
Cybernetics, MD, EUA).

Analise da sobrevida das IP

A sobrevida das IP pos-transplante foi determinada pelo tempo em
que os animais permaneceram com glicemia <300 mg/dL. Mais
especificamente, a sobrevida foi determinada pelo tempo entre o
transplante ¢ o dia em que os animais retornaram com glicemia
>300 mg/dL, a qual deveria permanecer alta por no minimo 3 dias
consecutivos.

Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrio. Para
comparacdo entre os diferentes grupos foram utilizados testes
ANOVA One-way com pos-teste de Newman-Keuls ou t-Student
ndo pareado. Para andlise da sobrevida foi utilizado o método
Kaplan-Meier seguido do teste Logrank para comparacao entre
as curvas. A significincia estatistica foi considerada a partir
de p<0,05.

RESULTADOS
Isolamento de IP

O gradiente continuo de iodixanol foi eficiente para recuperar
IP com alto grau de pureza (Figura 1A). A anélise funcional,
que consistiu em quantificar por radioimunoensaio a insulina
no sobrenadante de IP apds incubagdo com baixa (2,75 mM)
e alta (16,5 mM) concentragdes de glicose, demonstrou que
IP purificadas por gradiente continuo de iodixanol secretam
insulina adequadamente, frente as diferentes concentragdes
de glicose (Figura 1B). Durante a primeira incubagdo com
baixa concentragdo de glicose (2,75 mM) houve secre¢do basal
de insulina (2,9£0,6 ng/10 IP/45 minutos). Como estimulo
utilizando-se alta concentragdo de glicose (16,5 mM), houve
aumento significativo na secre¢do de insulina pelas IP (7,7£1,6
ng/10 IP/45 minutos; p<0,05).

Quando o estimulo foi retirado e as IP foram incubadas pela
segunda vez com baixa concentracdo de glicose (2,75 mM), a
secrecdo de insulina voltou ao nivel basal (2,6+0,2 ng/10 1P/45
minutos), demonstrando fun¢do adequada da produgdo de
insulina pelas IP isoladas.
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Figura 1. (A) IP coradas com ditizona. Isolamento realizado através de
gradiente continuo de iodixanol, fornecendo IP integras e livres de tecido
acinar. (B) Secre¢do de insulina frente as diferentes concentragdes de
glicose. Dosagem de insulina por radioimunoensaio no sobrenadante de
IP isoladas através gradiente continuo de iodixanol
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Construcao do vetor de expressao para IDO

RT-PCR para IDO de placenta de ratas Lewis demonstrou que em
todos os periodos de gestagdo (5, 10 e 15 dias) houve expressdo de
IDO (Figura 2A). Esse cDNA adquirido pela técnica de RT-PCR
foi ligado em vetor de clonagem com sucesso, pois a digestdo
do vetor de clonagem com a enzima de restricdo Eco RI apos a
reacdo de ligagdo forneceu um fragmento de 1224 pb referente
ao cDNA da IDO. Além disso, o sucesso da ligagdo do cDNA
da IDO no vetor de expressdo pcDNA 3.1. foi confirmado pela
digestdo do vetor com as enzimas de restricdo Pme I, Nhe [ e Bam
HI. A digestdo com Pme I e Nhe I forneceu concomitantemente
um fragmento de 1224 pb, confirmando a presenca de cDNA da
IDO no vetor (Figura 2B). Refor¢ando o resultado, a digestao
do vetor com Bam HI forneceu fragmento de 547 pb, referente
a uma sequéncia do cDNA da IDO (Figura 2B). A sequéncia do
c¢DNA da IDO foi confirmada através de sequenciamento (dados
ndo apresentados).

Figura 2. (A) Foto de gel de agarose 1%. Linha 1: ladder 100/100 pb;
linhas 2, 3 e 4, produto de PCR para IDO em 5, 10 e 15 dias de gestagéao,
respectivamente. (B) Imagem do gel de agarose 1%: linha 1, ladder 100/100
pb; linha 2, vetor ndo-digerido; linha 3, vetor digerido com Pme | e Nhe I;
e linha 4, vetor digerido com Bam HI
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—
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Transfeccao das IP

Analise da eficiéncia da transfec¢do através da detecgdo de
RNAm para IDO

IP incubadas durante uma hora com lipofectamina + vetor IDO
nas concentragdes 0,5, 1,0 e 10 ng/ul ndo apresentaram expressao
para IDO (Figura 3). No entanto, apds 15 horas de incubagdo nas
mesmas condigdes, as [P passaram a expressar IDO de maneira
proporcional a quantidade de vetor IDO (Figura 3). A expressdo
maxima deu-se apos 24 horas de incubagdo nas concentracdes
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de 1 e 10 ng/pl (Figura 3).

Com esses resultados, a condi¢do utilizada para induzir a
expressdo da IDO nas IP antes do transplante foi a concentragdo
de 10 ng/uL durante 24 horas. A eficiéncia dessa condi¢do
para induzir a expressdo de IDO foi confirmada também por
imuno-histoquimica. Como esperado, foi possivel identificar a
presenca de IDO em placenta e também em IP transfectadas com
vetor-IDO, confirmando a eficiéncia do vetor-IDO em induzir a
produgdo da enzima IDO.

Figura 3. (A) Foto de gel de agarose 1% demonstrando os produtos de
RT-PCR para 2-microglobulina e IDO. RT-PCR de IP transfectadas com
vetor IDO em diferentes concentracées e em diferentes periodos de
incubagéo. (B) Gréfico demonstrando a relagdo entre a expressdo de
IDO/ 2-microglobulina em IP transfectadas com vetor IDO em diferentes
concentragbes e em diferentes periodos de incubagcédo
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Anidlise da eficiéncia da transfeccao através da avaliagcao
funcional da IDO

Para analisar se a produgdo de IDO a partir de IP transfectadas
com o cDNA da IDO encontrava-se funcionalmente ativa,
foi analisada a degradagdo de triptofano em sobrenadante de
cultura.

IP transfectadas com vetor IDO degradaram significativamente
mais triptofano apds 48 horas comparadas com IP sem transfec¢ao
(2,73+0,03 ng/uL no grupo LIPO+IDO vs. 2,95+0,04 ng/uL no
grupo LIPO; p<0,05). Apods 96 horas, o efeito foi acentuado,
ou seja, houve maior degradagdo de triptofano pelas IP, e as
transfectadas com vetor IDO degradaram significativamente
mais triptofano comparadas com as IP nao-transfectadas
(1,04+0,30 ng/pL no grupo LIPO+IDO vs. 2,22+0,32 ng/uL no
grupo LIPO; p<0,05).

Analise da mortalidade das IP pés-transfeccao

A mortalidade das IP foi analisada através de coloragdo com
azul de Tripan, onde as células mortas apresentavam coloragdo
azulada. IP nfo-transfectadas (Controle), ou seja, incubadas
apenas com meio RPMI, apresentaram baixa porcentagem
de células mortas apos um dia de cultura e essa mortalidade
aumentou ap6s 3, 5 e 10 dias de cultura, porém, sem diferenca

significativa. A presenga de lipofectamina, a transfec¢do com o
vetor-IDO e a transfecgdo com vetor-CAT (gene controle) ndo
influenciaram a mortalidade das IP.

Efeito da expressao da IDO em transplante experimental
de IP

Evolucao ponderal

Com relagdo aos grupos experimentais, o primeiro parametro
analisado foi a evolu¢do ponderal dos animais ao longo
do periodo de acompanhamento. Animais diabéticos ndo-
transplantados apresentaram significativa reducdo da massa
corporal ao longo do periodo de acompanhamento (297+14
g no pré-DM vs. 244428 g 45 dias pds-DM; p<0,05). Os
animais diabéticos transplantados com IP isogénicas (ISO Tx)
apresentaram redu¢@o da massa corporal até o dia do transplante
(30244 g no pré-DM vs. 283+7 g no pré-TX; p<0,05), e, apds o
transplante, tiveram ganho significativo de massa ao longo de
45 dias (34047 g vs. 283+7 g no pré-Tx; p<0,05). Os animais
transplantados com IP alogénica (ALO Tx) perderam peso ao
longo de 45 dias de forma semelhante aos animais diabéticos
sem transplante de IP (304+5 g no pré-DM vs. 256+6 g 45 dias
pos-Tx; p<0,05). Ja os animais transplantados com IP alogénicas
expressando IDO (ALO+IDO Tx) ganharam massa significativa
ao longo dos 45 dias pos-transplante (26543 g no pré-Tx vs.
310+6 g 45 dias pos-Tx).

Analise de imuno-histoquimica para Insulina e IDO

O enxerto constituido por IP ndo transfectadas com vetor-IDO
apresentou pouca marcacao para insulina 10 dias pos-transplante
(0,08+0,05%) (Figura 4A), enquanto que o enxerto de IP
transfectadas com vetor-IDO apresentou aumento significativo
na expressdo de insulina (2,3+0,8% vs. 0,08+0,05% no grupo
ALO Tx; p<0,001) (Figura 4C). Como esperado, apenas IP
transfectadas com o vetor-IDO apresentaram positividade para
a IDO (Figura 4D).

Figura 4. Imuno-histoquimica para insulina e para IDO em IP (setas) 10
dias pds-transplante. Todos os enxertos apresentaram positividade para
insulina (A e C). Apenas IP transfectadas com o vetor IDO (ALO+IDO
Tx) apresentaram positividade para IDO (D). Porcentagem de enxerto
apresentando marcag¢do para insulina através de andlise por imuno-
histoquimica (abaixo)

Anti-insulina Antl-10H3

ALO Ty

ALO + 100 Tx |8

ALO Tx ALO+IDO Tx

Evolucao da glicemia pés-transplante de IP

Com relagdo a glicemia, os animais transplantados com IP
isogénicas reverteram o diabetes 24 horas pds-transplante e
permaneceram normoglicémicos ao longo de 45 dias (Figura 5).
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Ja os animais transplantados com IP alogénicas (Sprague Dawley
— Lewis) reverteram o diabetes 24 horas pos-transplante,
porém a glicemia voltou a subir gradativamente, alcangando
valores >300 mg/dL apds aproximadamente 11 dias (Figura 5).
Esses animais do grupo ALO Tx evoluiram com hiperglicemia
importante (mantendo glicemia >300 mg/dL) ao longo do periodo
de acompanhamento, sendo inclusive necessario sacrifica-los
devido ao comprometimento clinico dos animais. Ja os animais
transplantados com IP alogénicas transfectadas com vetor-
IDO, além de reverterem o diabetes, 24 horas pos-transplante
mostraram um interessante comportamento da glicemia, no qual
mais tardiamente foi detectado um pico isolado de hiperglicemia,
que, de forma surpreendente, normalizou espontaneamente nos
dias subseqiientes. A glicemia foi mantida <300 mg/dL durante
o periodo de acompanhamento em cinco animais, um deles com
niveis um pouco acima da faixa de 300mg/dL (Grafico 2). Cabe
ressaltar que dois animais do grupo ALO+IDO Tx evoluiram
de forma idéntica ao transplante alogénico e influenciaram
nos resultados apresentados acima. Aqueles animais foram
transplantados no ultimo experimento do estudo, e é possivel
ter havido alguma variagdo técnica que tenha impedido a
transfecgdo das IP com o cDNA da IDO.

Figura 5. Média de glicemia de cada grupo experimental ao longo dos 45
dias de acompanhamento
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Analise da insulinemia pés -transplante de IP

A insulinemia também foi analisada nos animais deste estudo.
A partir do valor normal da insulinemia para ratos (entre 0,5-2,0
ng/mL), pudemos observar que os animais utilizados para formar
os diferentes grupos experimentais apresentaram insulinemia
normal antes de iniciar o protocolo (Tabela 1). A analise estatistica
comparando a glicemia dos animais normais (Pré-DM) entre os
diferentes grupos nao foi estatisticamente diferente. Apos inje¢ao
de estreptozotocina, todos os animais tornaram-se diabéticos,
apresentando aproximadamente 90% de redugdo da insulinemia
(Tabela 1). Como esperado, os animais transplantados com IP
apresentaram um dia pos-transplante normalizac¢do da insulinemia
(Tabela 1). Apds 45 dias, os animais do grupo DM (diabéticos
ndo-transplantados) continuaram a apresentar insulinemia
significativamente reduzida (Tabela 1) (p<0,01).

Os animais transplantados com IP isogénicas apresentaram
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insulinemia normal 45 dias pds-transplante (Tabela 1).
Diferentemente dos animais do grupo ISO Tx, os animais
transplantados com IP alogénicas apresentaram insulinemia
reduzida, semelhante aos animais do grupo DM (Tabela 1). Ja
os animais transplantados com IP alogénicas transfectadas com
vetor-IDO apresentaram baixos niveis de insulina sérica 45 dias
pos-transplante, porém, os niveis foram superiores aos encontrados
nos animais do grupo ALO Tx no mesmo periodo (p<0,01).

Normal Pré-Tx

(antes da (DM Pos-Tx Pos-Tx
Grupos inducio do . 1 dia 45 dias

DM) estabelecido)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

(ng/mL) g
?}(\)’[ (sem 1 9.91+0,16 0,11:0,02 *a | 0,10£0,01 *a | 005:0,03*a
1SO Tx 0,54+0,29 0,05+0,04a | 0,54+0,09b | 0,55+0,13 b
ALO 0,97+0,26 0,10+0,03 a 1,10+£0,28 b | 0,14+0,02 a,c
ALO+IDO | 0,66+0,06 0,11+£0,04a | 0,64+0.05b O,3a3toc,04

Sobrevida pés-transplante das IP

Finalmente, a sobrevida das IP foi determinada pelo periodo
entre o transplante e o dia em que os animais atingiram glicemia
>300 mg/dL, permanecendo com hiperglicemia por mais trés
dias consecutivos. Os animais submetidos a isotransplante
ndo apresentaram rejeicdo as IP (Figura 6). Os animais
transplantados com IP alogénica rejeitaram o enxerto em poucos
dias (11+1 dias), com faléncia total do enxerto. Cinco dos oito
animais transplantados com IP alogénica transfectada com vetor
IDO mantiveram glicemia <300 mg/dL durante os 45 dias. Os
outros trés animais apresentaram sobrevida da IP de 7, 11 e 13
dias respectivamente.

Figura 6. Sobrevida das IP em isotransplante (ISO Tx), alotransplante (ALO
Tx) e alotransplante com IP transfectadas com vetor-IDO (ALO+IDO Tx)
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DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo principal analisar o efeito
da inducdo da expressdo da molécula IDO em IP alogénicas
transplantadas experimentalmente. Mais especificamente, utilizar
a terapia génica para induzir a expressao da IDO com o intuito de
proteger as IP transplantadas, permitindo maior sobrevida das mesmas.
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O método utilizado para purificac@o das IP foi o gradiente continuo
de iodixanol, que tem mostrado maior eficacia do que o gradiente
continuo de Ficoll na purificag¢@o de IP de ratos.15 Os resultados
de viabilidade funcional das IP, ou seja, a capacidade de secregdo
de insulina frente a alta concentracdo de glicose demonstraram
que as IP purificadas através de gradiente continuo de iodixanol
apresentaram viabilidade preservada, possibilitando seu uso em
transplante. Uma etapa fundamental do estudo foi a construgéo
do vetor-IDO para indugdo da expressdo da enzima IDO. O
primeiro passo foi a obtencdo do cDNA especifico para IDO,
o qual foi isolado de placenta, um dos tecidos que sabidamente
expressam a IDO.16 A técnica de RT-PCR demonstrou que ha
expressao de IDO em tecido placentario de ratas com 5, 10 e 15
dias de gestacdo, assim como descrito para camundongos.3 Essa
expressdo se deve provavelmente a grande importancia da IDO
em proteger o embrido durante a gravidez.6 O cDNA foi inserido
com sucesso no vetor de expressdo pcDNA 3.1, o qual foi escolhido
especialmente por conter o promotor do citomegalovirus, o que
garante a expressdo continua do inserto.

Até recentemente, o principal método para transfecg¢do de genes
baseava-se no uso de vetores virais. No entanto, além das obvias
limitagdes de aplicagdo clinica e da citotoxicidade induzida por
essa infeccdo, uma limitagdo importante € que esses vetores
dependem de proteinas virais para a invasao celular, o que induz
a uma forte resposta imunologica.16-18 Tendo em vista que o
objetivo do estudo foi analisar uma alternativa para diminuir a
rejeicdo as células transplantadas, a presenga de proteinas virais
nessas células poderia promover um agravamento da agressao
imunolodgica, comprometendo os resultados do estudo. O presente
estudo utilizou com sucesso a lipofectamina para introduzir
o vetor-IDO nas células das IP e determinou a concentragdo
ideal do vetor-IDO para induzir a expressdo da IDO nas IP,
alcangando expressdo maxima. Um ponto de crucial importancia
¢ a avaliacdo da eficiéncia da transfeccdo do gene em questdo
nas IP. Além da confirmacdo da indugdo da expressdo da IDO
ao nivel do RNA mensageiro, foram realizados experimentos
de imuno-histoquimica para identificar a tradug¢do da IDO em
IP transfectadas. Os resultados confirmaram a presenga da
enzima em [P apds a transfeccdo. Além disso, foi avaliada a
funcionalidade da IDO produzida pelas IP transfectadas. A
quantificacdo de triptofano por HPLC em meio de cultura revelou
que houve maior deplegdo de triptofano no meio de cultura de IP
transfectadas com o vetor-IDO. Isso comprova que a transfec¢ao
foi eficiente para induzir a expressdo da IDO e a enzima possui
atividade nas IP. Além disso, os resultados de imuno-histoquimica
para IDO demonstraram que apenas os animais transplantados
com IP transfectadas apresentaram expressao de IDO no enxerto
10 dias pos-transplante. Os resultados obtidos no presente estudo
referentes a indugdo da expressdo da IDO em IP sdo semelhantes
aos resultados do estudo do efeito da IDO em IP em modelo
de doenga auto-imune.l14 Estes pesquisadores utilizaram vetor
de adenovirus para indugdo de IDO em IP de camundongos e
a enzima funcionou, degradando triptofano em cultura.14 Um
questionamento importante surgiu quanto a um possivel efeito
toxico da IDO em IP, uma vez que a expressio da enzima néo foi
constatada por RT-PCR em IP normais (ndo-transfectadas). Os
resultados demonstraram que a indugdo da expressao de IDO nao
tem efeito toxico nas IP.

Além disso, IP transfectadas com vetor-IDO sdo capazes de
reverter o diabetes apos o transplante, semelhantemente as IP
ndo transfectadas, ou seja, isso indica que a IDO néo interfere na
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fun¢do das células-beta.Resultados interessantes foram obtidos
quanto ao efeito “in vivo” da IDO no presente estudo utilizando
o modelo experimental alogénico de transplante de IP.

Com relagdo a evolugdo ponderal, enquanto os animais diabéticos
sem tratamento ou submetidos ao transplante com IP alogénicas
ndo-transfectadas apresentaram perda significativa de massa
corporal, os animais do grupo ALO+IDO Tx mantiveram massa
corporal semelhante aos animais do grupo ISO Tx. Isso pode ser
explicado pela melhora do disturbio metabolico pds-transplante
nos grupos ISO Tx e ALO+IDO Tx ao longo do periodo de
acompanhamento.

Analisando os niveis de glicemia pds-transplante, os animais que
receberam IP isogénicas reverteram o diabetes ap6s o transplante
e permaneceram com glicemia normal, por volta de 100mg/dL,
durante todo periodo de acompanhamento. A manuten¢do da
glicemia em valores normais de forma permanente se deve ao
sucesso do transplante e ao fato das IP ndo terem sido rejeitadas.
Em contraste, os 12 animais transplantados com IP alogénicas
ndo-transfectadas com o cDNA da IDO apresentaram reversao
do diabetes imediatamente apos o transplante, porém, houve um
aumento gradativo da glicemia, a qual atingiu niveis >300mg/dL
em torno do 11° dia pés-transplante, possivelmente decorrente do
processo de rejeicdo aguda ao aloenxerto.20 Essa hiperglicemia
manteve-se permanentemente >300mg/dL ao longo do periodo de
acompanhamento, refletindo faléncia do enxerto de IP. Por outro
lado, quando os animais do grupo ALO+IDO Tx receberam IP
alogénicas transfectadas com o cDNA IDO, também reverteram
o diabetes prontamente apos o transplante e ndo evoluiram com
perda do enxerto, como ocorreu no grupo ALO Tx. Logo apds
a reversdo do diabetes pos-transplante, houve um progressivo
aumento da glicemia, que se manteve, no entanto, em niveis
<300mg/dL. A monitorizagdo da glicemia naquele grupo mostrou
um interessante comportamento, no qual mais tarde foi detectado
um pico isolado de hiperglicemia que, de forma surpreendente, foi
normalizado espontaneamente nos dias subseqiientes, mantendo a
glicemia <300mg/dL durante o periodo de acompanhamento.

A explicacdo para esse comportamento da glicemia pds-
transplante nos animais ALO+IDO Tx néo esta clara. No entanto,
o fato dos animais diabéticos transplantados com IP alogénicas
expressando IDO terem mantido niveis de glicemia em valores
considerados dentro da faixa de normalidade sugere fortemente
que a expressdo de IDO teve participagdo efetiva na sobrevida
das IP. Estudos adicionais estdo sendo realizados, inclusive
com analise histoldgica, na tentativa de proporcionar maiores
esclarecimentos dos mecanismos envolvidos na prote¢do induzida
pela IDO.

Com relagdo a insulinemia, os animais diabéticos sem tratamento
mantiveram niveis extremamente baixos de insulina sérica ao
término do periodo de acompanhamento, o que corrobora os
achados de hiperglicemia neste grupo. A insulinemia dos animais
transplantados com IP isogénicas manteve-se em niveis normais
ao término do periodo de acompanhamento, acompanhando a
glicemia em niveis normais. Esse efeito provavelmente é um
reflexo do controle fisioldgico mantido pelas IP transplantadas.
Em contraste, os animais transplantados com IP alogénicas
ndo-transfectadas apresentaram niveis extremamente baixos
de insulina sérica ao término do periodo de acompanhamento,
confirmando a faléncia funcional das IP. Os animais do grupo
ALO+IDO Tx apresentaram niveis significativamente mais
elevados do que os animais do grupo ALO Tx, refletindo a
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secre¢do de insulina no grupo transplantado com IP alogénicas
transfectadas com IDO. A anélise de imuno-histoquimica
demonstrou que o enxerto de IP transfectadas apresentou uma
expressdo de insulina significativamente maior comparado ao
enxerto com IP ndo-transfectadas, demonstrando que a insulina
sérica mantida foi dependente do enxerto funcionante. Esses
resultados justificam os achados de glicemia que se mostraram
<300mg/dL durante o periodo de acompanhamento.

O objetivo mais importante do estudo foi saber se a expressao
da IDO foi eficaz em promover aumento na sobrevida das IP
transplantadas em situag@o alogénica. Considerando todos os
animais do grupo ALO+IDO Tx, os resultados demonstraram
que IP transfectadas com vetor-IDO apresentam sobrevida
significativamente maior do que IP ndo-transfectadas.

Os resultados do presente estudo demonstram que a indugao da
expressao da IDO em IP protege as IP em modelo experimental
de transplante alogénico. Os mecanismos pelos quais a IDO
protege as IP ndo foram elucidados neste estudo, porém, trabalhos
publicados anteriormente sugerem que a atividade da IDO local
leva a deficiéncia de triptofano no micro-ambiente, inibindo a
proliferacdo de linfocitos T.4 Além disso, os catabolitos (produtos
da quinurenina) formados pela degradacdo do triptofano podem
exercer imunossupressdo local no micro-ambiente por induzir

neutralizagdo mitdtica e apoptose em linfocitos T.8, 9,19

O potente efeito imunomodulador da IDO tem sido recentemente
investigado em transplante de 6rgdos. A indugdo da expressao da
IDO através de transfec¢do aumenta a sobrevida do enxerto em
transplante alogénico experimental de pulmao, cornea e pele.10-
13 Aqueles trabalhos ndo apenas estdo em concordancia com os
resultados do presente estudo, como também abrem caminho
para uma nova via de compreensdo dos mecanismos de rejeicdo
e tolerancia imunolodgica, podendo eventualmente ser utilizada
como futura ferramenta terapéutica.

CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que é possivel isolar o cDNA da
IDO de placenta e induzir a expressdo da IDO em IP através de
vetores ndo-virais. Os resultados demonstram que a indugéo da
expressdo daIDO em IP prolonga a sobrevida das IP em transplante
alogénico, mantendo melhor controle metaboélico. Estes resultados
ndo apenas estdo em concordancia com outros estudos com IDO
em transplante experimental, como também abrem caminho
para uma nova via de compreensao dos mecanismos de rejeicao
e tolerancia imunolodgica, podendo eventualmente ser utilizada
como futura ferramenta terapéutica.

ABSTRACT

Purpose: The blockade of allograft rejection is essential to a successful pancreatic islet (PI) transplantation. An attractive alternative arises
from the immunological paradox during pregnancy, when the mother does not reject the allogeneic fetus. This protection may be due to
the IDO production in the placenta. Purpose: To isolate the IDO cDNA, to construct a vector expression for IDO and to analyze the effect
of the IDO expression into PI in an experimental model of PI transplantation. Methods: The IDO ¢cDNA was isolated from rat placenta and
inserted in the pcDNA 3.1 vector. PI were transfected using Lipofectamine and different concentrations of the IDO-vector were analyzed.
The IDO expression was confirmed by RT-PCR, immunohistochemistry and functional analysis. Lewis rats with streptozotocin-induced
diabetes (glycemia >300mg/dL) received islets under the kidney capsule and they were distributed among groups: SYN Tx (syngeneic),
Lewis recipients transplanted with islets from Lewis rats; ALLO Tx (allogeneic), Lewis recipients of islets from Sprague-Dawley rats; and
ALLO+IDO Tx, Lewis recipients of IDO-transfected islets from Sprague-Dawley rats. Results: The SYN Tx rats presented permanent
normoglycemia, while the ALLO Tx rats returned to hyperglycemia (>300mg/dl) few days after transplantation (11+1 days). In contrast,
ALLO+IDO Tx rats presented glycemia <300mg/dL during a longer-term follow-up. At day 45, the SYN Tx group presented normal
levels of serum insulin (0.55+0.13 ng/mL), while the ALLO Tx group presented a significantly reduction (0.14+0.02 ng/mL; p<0.05). The
ALLO+IDO Tx group presented significantly higher levels than the ALLO Tx group (0.33+0.04 ng/mL;p<0.05). Conclusion: The induction
of IDO expression protects the islets, increasing islets survival and improving the metabolic control.

Keywords: Pancreatic islets; Graft Rejection; Gene Therapy; Diabetes Mellitus
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