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RESUMO




A Leptina € um hormonio produzido principalmente pelo tecido adiposo, estudos sugerem
sua relagdo com o aumento do processo inflamatorio observado no diabetes mellitus tipo 1
(DM-1) em camundongos NOD (diabético ndo obeso), modelo experimental desta doenca.
Neste estudo, analisou-se o efeito da leptina sobre a viabilidade das células em cultura e na
expressdo de citocinas pro-inflamatdrias (TNFo, IFNy, IL13, IL-12 e IL-2) por RT-PCR.
Além disso, analisou-se a resposta induzida pela leptina em cultura de células esplénicas,
ap6s o estimulo in vivo com adjuvante Completo de Freund (CFA). Os resultados sugerem
que a leptina modula a expressdo de citocinas pro-inflamatdrias, sendo esta modulagdo
especifica para cada citocina estudada, sem relacdo dose dependéncia, mas de acordo com a

resposta imunoldgica desencadeada pelo efeito do CFA em camundongos NOD e Balb-C.

Resumo
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ABSTRACT




Leptin is a hormone produced mainly by the adipocites, studies suggest that can be related
with the inflammatory process in type 1 Diabetes (IDDM) observed in NOD mice
(diabetic non-obese), a classic experimental model of autoimmune diabetes. In this study,
we analyze the leptin effect on cell culture viability and pro-inflammatory cytokines
expression in NOD and BALB-C mice spleen cells. The spleen cells were cultivated
24, 48 and 72 hours with different leptin concentrations and the pro-inflammatory
cytokines expression (TNFa, IFNy, IL1B, IL-2, IL-12) were addressed by RT-PCR.
Furthermore, we studied the leptin-induced spleen cell response in culture, after in vivo
Complete Freund Adjuvant (CFA) stimulation. Our results suggest that leptin can
modulates the proinflammatory cytokines expression without relation to dependent on the
dose but in accordance with the status of immune response promoted by CFA effect in

Balb-C and NOD mice.

Abstract
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1.1- Diabetes Mellitus

O Diabetes Mellitus (1) € definido pela Organizacdo Mundial de Satide como
desordem metabdlica de multipla etiologia, caracterizada por hiperglicemia cronica,
que afeta o metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas, envolvendo a produgdo,

metabolizacdo e acdo da insulina (2).

Virios processos patogénicos podem estar envolvidos no desenvolvimento do
Diabetes Mellitus, incluindo destruicdo das células [ pancredticas com conseqiiente
deficiéncia de insulina e outros fatores que podem resultar na resisténcia a acdo deste
hormonio. Considerando as caracteristicas etioldgicas do Diabetes Mellitus e seus
mecanismos desencadeantes, essa doenca € classificada em dois tipos: Tipo 1 - Autoimune

ou idiopético e Tipo 2: DM-2 resisténcia a insulina (3).

O inicio do Diabertes Mellitus auto-imune (DM-1) €, na maior parte das vezes,
agudo acometendo mais freqiientemente criancas e adolescentes (4). Os aspectos
morfolégicos do processo inflamatério inclui infiltracio mononuclear progressiva nas
ilhotas pancredticas com destrui¢do seletiva das células B produtoras de insulina,

resultando na deficiéncia deste hormonio (5).

Diversas evidéncias apontam para origem auto-imune do DM-1 (6),entre elas,
a presenca de clones auto-reativos de linfécitos T, em funcdo da perda da tolerdncia a
componentes da célula [ (1, 7). Entretanto admite-se que outros mecanismos
imunopatogénicos possam estar envolvidos, tornando seu entendimento mais complexo e
assim, a rea¢do auto-imune estaria associada a sinais locais e sistémicos que levariam a

destruicao das células B (8).

A andlise da patogénese do diabetes em humanos € limitada. Por esta razdo,
¢ importante destacar que grande parte das informagdes sobre a participacio de linfécitos T
na imunopatogénese do DM-1 decorre de investigacdes utilizando animais geneticamente
predispostos a essa doenca, como o camundongo NOD (diabético ndo obeso), rato BB

(Bio-Breeding).

Introdugdo
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Estes estudos fortalecem a hipdtese da ocorréncia de desequilibrio entre as
sub-populacdes de células T efetoras (9, 10) com a liberacdo de fatores de agressdo que
incluem citocinas e perforinas liberadas por linfécitos T, que contribuirdo na destrui¢io da
célula B pancredtica (11, 13). Tais moléculas mediariam o processo inflamatério local,

alterando a fun¢io das células 3 e contribuindo para sua destruicdo.

1.2- Camundongo Diabético Nao—Obeso (NOD) como modelo experimental de

autoimunidade

O camundongo NOD representa o modelo experimental em que os animais
desenvolvem espontaneamente o Diabetes Mellitus auto-imune (DM-1), semelhante ao
observado em humanos. Essa linhagem foi desenvolvida a partir do cruzamento de uma

linhagem CTS (propensa a catarata), com a linhagem néo consangiiinea ICR (14).

A linhagem NOD isogénica foi estabelecida em 1980 no laboratério Shionogi
Aburahi como modelo animal para DM-1(14) com prevaléncia do diabetes entre
70-80% em fémeas e 20% em machos. A partir de entdo, a linhagem foi estabelecida em

diversos centros de pesquisa por todo mundo (15).

No Brasil a colonia foi introduzida e implantada na Universidade Estadual de
Campinas(16), a partir de colonias matrizes provenientes do Laboratério INSERM U-25

Neker, Paris, Franca.

Atualmente, estes animais mantidos no centro de Bioterismo da Unicamp
(CEMIB) em condigdes livres de patégenos (SPF), apresentam freqii€ncia cumulativa do

DM-1 de 60-90% das fémeas e 5-10% dos machos, entre 17 e a 25* semana de vida.

A polidipsia, polidria, glicosuria elevada, hiperglicemia e deficiéncia de

insulina sdo observados nestes animais, acompanhados de ripida perda de peso (14).

Como no homem, o DM-1 apresentado por estes animais € caracterizado por
duas fases; na primeira fase, definida como pré-diabética (insulite), ocorre infiltracdao

progressiva de células mononucleares nas ilhotas pancredticas (CD4 e CD8, macr6fagos)

Introdugdo
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e de células dendriticas (DC). E um evento fundamental na fase inicial da doenca,
exercendo papel na patogénese de doencas auto-imunes mediadas por células T, como a

apresentacao de auto-antigenos, seguida de dano tecidual e morte por apoptose (17).

A segunda fase € caracterizada pela destruicdo das células B pancredticas,

responsaveis pela producdo de insulina e conseqiiente manifestacdo do diabetes (95).

Linfécitos T demonstram ter papel importante no desenvolvimento do DM-1
(18), no qual a ineficiéncia da eliminacdo de linfocitos auto-reativos contribui para o
aparecimento da auto-imunidade (19). No decorrer da doenga, células T CD4+ e CD8+
exercem papel sinérgico, uma vez que o desenvolvimento do DM-1 é dependente de

ambos os subtipos de células (20).

Além disso, os linfécitos T CD4+ tém papel essencial no inicio da insulite e na
progressdo do DM-1, visto que o uso de anticorpos monoclonais anti-CD4+, pode suprimir

a insulite e conseqiientemente, o aparecimento do DM-1 no camundongo NOD (21).

Este tipo celular é observado principalmente na fase precoce da infiltragdao
(periinsular), onde sdo necessarios para a expansao clonal e ativagao de linfécitos T CD8+
através da producdo de IL-2, (20). A propor¢cdo de células T CD8+ aumenta com a
evolucgdo da destrui¢do das células produtoras de insulina, explicando o sinergismo entre os

dois subtipos favorecendo o aparecimento do DM-1(22).

1.3- Adjuvante Completo de Freund

Adjuvantes sdo amplamente utilizados para contornar o problema de fraca

imunogenicidade na pesquisa e desenvolvimento de novas vacinas (23).

O Adjuvante Completo de Freund (CFA) € um dos imunomoduladores mais
comumente utilizados. A imunizacdo com este adjuvante ativa a resposta imunoldgica a
antigenos, dada sua capacidade de ativacdo de células apresentadoras de antigeno,
como células dendriticas, pela Micobacterium tuberculosis componente do adjuvante.

Este componente do CFA estimula linfécitos T a asumirem o subtipo TH1, ja na auséncia
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deste o perfil adotado pelos linfécitos T € TH2. Contudo esta dicotomia ndo € rigida

(24, 25).

A hiperimuniza¢do de animais experimentais com CFA emulsionado com
antigeno, administrado subcutaneamente, seguido de injecdes de refor¢o, com intervalos de
semanas ou meses entre elas, resulta em altos niveis circulantes de antigeno/anticorpo

especifico, com forte resposta de linfcitos T e hipersensibilidade tardia (24).

Diversos estudos demonstram a capacidade imunomodulatéria do CFA,
tanto na indu¢do como na utilizacdo terapéutica, conforme demonstrado em varias doencas
autoimunes em animais € humanos. Estes trabalhos denotam principalmente a capacidade

deste composto em alterar o perfil dos elementos envolvidos na resposta imunolégica (26).

Portanto, em doengas autoimunes experimentais, a ativacdo do sistema imune
inato, mediada pelo CFA € importante ndo s6 por regular a fase precoce da resposta, mas
por promover um excedente de células efetoras e reguladoras na fase tardia da resposta

imune (24).

1.4- Citocinas e Diabetes

A andlise da expressdo de citocinas na insulite em camundongos NOD e BB

demonstra grande variedade tanto em nivel génico quanto na produgao da proteina (27).

Evidéncias favorecem o conceito de que as células B sdo destruidas em
decorréncia da falha na imunorregulacio, levando a resposta auto-imune direta contra

constituintes destas células (28, 29).

No camundongo NOD, o desequilibrio entre a resposta TH1 e TH2,
com predominio do fendétipo THI(pré-inflamatorio), desempenha papel relevante na

fisiopatologia das reacdes auto-imunes nesta linhagem (17).

Ha correlacdes entre insulite destrutiva das células § e expressdo de citocinas

proinflamatérias do tipo 1 (TNFf, IFNy, IL-2 e IL-12) em camundongos NOD, BB e

pacientes com DM-1. Desta forma, vdrias citocinas participam da resposta autoimune que
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leva a destrui¢do das células . A auséncia de uma destas citocinas patogénicas nio &

suficiente para evitar o desenvolvimento do diabetes (27, 29, 30).

Na tentativa de explicar os mecanismos moleculares envolvidos na destruicdao
das células B induzida pelas citocinas, aponta-se a producdo de 6xido nitrico e radicais
livres pelas células expostas as citocinas e outras substincias como a leptina, a qual pode

estimular a resposta imune adaptativa pré-inflamatéria TH1 (27, 31).

Acredita-se, que haja envolvimento direto das células linfocitérias
(células efetoras) sobre as células 3 pancredticas (células alvo), resultando na liberacdo de
mediadores soliveis responsaveis pelo processo inflamatério local, contribuindo para a

destruicao das ilhotas (32-35).

1.5- Leptina e seu potencial Imunomodulador

A leptina € um hormonio, produto do gene da obesidade (ob) de 16 KDa,
produzido principalmente pelas células adiposase e, também, pelo tecido muscular
esquelético, placenta e estomago (36). A expressdao € proporcional a gordura corporal,
sendo mais elevada em pessoas obesas, que apresentam, portanto, acimulo de gordura

corporal. Contudo mostra-se diminuindo durante jejum (37, 39).

O defeito no gene da leptina (ob) resulta em aumento da ingestio alimentar e na
diminui¢cdo do gasto energético, levando a obesidade, demonstrando seu papel no balango
energético e metabolismo. O nivel de leptina € usualmente maior em individuos obesos e

em fémeas exibindo, portanto, dimorfismo sexual (31, 39).

A leptina tem a¢do importante na regulagdo neuroenddcrina e na homeostase de
energia, assim como em outros processos fisioldgicos que demandam energia como a

reprodu¢do, hematopoiese, angiogénese e respostas imunolédgicas (36, 40, 41).

Estruturalmente, este hormonio é semelhante a citocinas do tipo 1 (40, 42, 43).
Desta forma, seus receptores também sido semelhantes aos receptores de citocinas do tipo 1

(36, 44). A leptina atua na sinalizacdo celular através de receptores préprios (obR),
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com seis isoformas de receptores ObRa — ObRf, os quais sdo proteinas transmembrana,
com dominio extracelular idéntico para todos os tipos de receptores € o0 dominio intacelular
variando, segundo o receptor. As isoformas ObRa, ObRc, ObRd e ObRf formadas por 32 a

40 aminodcidos apresentam a forma curta do receptor de leptina.

Por outro lado, o receptor ObRb exibe a forma longa do receptor com 306
aminodcidos e o receptor solivel ObRe, o qual embora nio participe diretamente na
sinalizacdo da leptina, € relevante para a detec¢do dos niveis circulantes, livres ou ligadas

ao receptor, para determinar sua acao (43).

O receptor da leptina é expresso em vérios tipos celulares, como em células do
hipotdlamo, onde regula a homeostase de energia e fun¢des neuroenddcrinas, em células do
sistema imune como linfécitos T (40), células NK, mondcitos/macrofagos e células B (45)

e, ainda, em células endoteliais, células B pancredticas e hematopoiéticas (36). .

A ligagdo da leptina ao seu receptor, recruta membros da familia Janus quinase
(JAK) que fosforilam os receptores e proteinas-alvo como STAT (transdutor de sinal e
ativador de transcricdo), as quais se deslocam até o nucleo, induzindo a expressdo de genes

especificos, como reguldores negativos (SOCS3)

Assim como a via JAK2 — STAT3, outras vias sdo utilizadas na mediacdo da
acdo da leptina no sistema imunoldgico, como as vias MAPK (proteina quinase ativada por
mitégeno) e PI3°K (Fosfatidilinositol — Trifosfato Quinase). A via MAPK, parece mediar
alguns efeitos anti apoptoéticos enquanto a via PI3’K regula o consumo de glicose pelas

células (40).

Desta forma, a leptina pode ajudar a restaurar as fungdes das células T

prejudicadas pelo jejum (36).

Estas vias sinalizadoras induzem expressdao de genes, incluindo reguladores
negativos como a SOCS (supressor da sinalizacdo de citocinas) (40), a qual inibie a
fosforilagdo de JAK, suprimindo a a¢do das STATSs nos eventos de sinalizacdo da leptina

(43, 46).
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Desde seu descobrimento em 1994 por Zhang et al, vem crescendo o
entendimento de seu papel fisioldgico na saciedade, onde este hormonio integra diferentes

fun¢des endderinas com efeito metabdlico direto em tecidos periféricos (47).

A expressao do gene da leptina é regulada por vdrios fatores, incluindo outros
hormonios e, pode ter sua producdo aumentada pelos hormdnios sexuais ovarianos e inibida
pela testosterona, influenciando diretamente o eixo hipotdlamo—ptuitdria—adrenal (HPA)

(31, 36).

A insulina estimula a secre¢do de leptina durante alimentacdo. Da mesma
forma, a queda da insulina durante o jejum antecipa a queda da leptina. A integracdo
reguladora entre leptina e insulina, sugere possivel participacdo da leptina na patofisiologia

do diabetes mellitus tipo 1 e 2 (47).

Na deficiéncia nutricional, com reducdo da reserva energética, a leptina tem
papel crucial em mecanismos adaptativos visando a economia de energia.
Como a inflamacao e a imunidade mediada por células requerem energia, a queda do nivel
de leptina promove economia no gasto energético, levando a reducdo na expansdo e

ativacdo das células imunes, para sustentar fungdes vitais (31).

Desta forma, a leptina associa o estado nutricional as respostas
pro-inflamatérias TH1, onde o decréscimo do nivel deste hormonio durante o jejum

compromete a resposta pré-inflamatéria do fenotipo TH1 (44).

A deficiéncia de leptina no organismo aumenta a sensibilidade a estimulos
infecciosos e inflamatorios, causando defeito na hematopoiese e resultando na desregulacao

da producao de citocinas (41).

Em mamiferos, além da acdo em células T, a leptina modula outros
componentes do sistema imune incluindo hematopoiese, fun¢do de macréfagos, entre outras

(41).

A acdo da leptina na proliferacio de linfécitos T ainda € controversa.
Enquanto Martin-Romero et al (2000) relatam a necessidade de pré-estimulacio de
linfécitos para acdo proliferativa da leptina, LORD et al (1998) sugerem que sua agdo seja

preferencialmente em células virgens e ndo de memoria.
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Em maco6fagos/mondcitos a leptina aumenta a fungdo fagocitica através da
ativacdo da fosfolipase, assim como estimula a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias

(TNFa, IL-6, IL-12, IL-1) (48).

Em neutréfilos, foi demonstrado que a leptina estd envolvida em todo o
processo de desenvolvimento, diferenciacdo, proliferacio, ativacdo e citotoxicidade (40).
Além disso, a leptina pode direcionar a resposta imunolégica para TH1, suprimindo a
resposta TH2, atuando, como fator estimulante da produgdo de citocinas pré-inflamatérias e

alterando desta forma, o balanco TH1/TH2 (38, 39, 40).

Em camundongos e humanos deficientes de leptina ou de seu receptor,
observa-se prejuizo da funcdo imune mediada por células (42). O camundongo com
deficiéncia de leptina (ob/ob) ou de seu receptor (db/db) apresenta celularidade reduzida
no bago e timo, defici€éncia na resposta imunoldgica pro-inflamatéria mediada por células e

na producdo de anticorpos (31).

Em humanos, a deficiéncia congénita de leptina associa infec¢des a mortalidade
infantil precoce, assim como a supressao de linfécitos e da imunidade TH1, condicdes estas

que podem ser revertidas com a administragdo de leptina (40).
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2- OBJETIVOS
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Objetivo Geral

1- Estudar a acdo da leptina sobre células esplénicas de camundongos NOD e

Balb-C in vitro

Objetivos Especificos
Verificar:

I- Os efeitos da leptina sobre viabilidade celular/estimativa de proliferacdo celular em

culturas de células esplénicas de camundongos NOD e Balb-C.

2- A expressdo de citocinas em células esplénicas de camundongos NOD e Balb-C

submetidas a culturas estimuladas com Leptina.

3- A resposta ao estimulo de leptina em células esplénicas de camundongos NOD e Balb-C

estimulados in vivo com adjuvante completo de Freund.

Objetivos
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3- MATERIAIS E METODOS
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3.1- Animais

Camundongos das linhagens NOD/Uni e Balb-C com quatro semanas de vida,
provenientes do CEMIB (Centro Multidisciplinar de Investigagdo Bioldgica), Unicamp,
em condicdes SPF, eram transportados e mantidos no Biotério do Laboratério de
Imunologia e Alergia Experimental sob as mesmas condi¢des, recebendo ragdo e dgua
ad libitum até completarem oito semanas de vida, quando eram sacrificados.
Os camundongos Balb-C eram empregados como controle de linhagem ndo relacionada e

nao diabética.

3.2- Protocolo experimental e Sacrificio dos Animais
Protocolo 1:

10 Camundongos das linhagens NOD e cinco Balb-C eram mantidos em
condicdes SPF até oito semanas de vida quando eram anestesiados com injecao
intraperitoneal de 200ul de Tiopental 2,5%, sacrificados para coleta de células esplénicas

para serem utilizadas para os ensaios de cultura de célula.

Protocolo 2:

Para avaliacdo dos efeitos da pré-estimulacao com adjuvante, grupos compostos
por cinco camundongos das linhagens Balb-C e cinco da linhagem NOD com seis semanas
de vida eram estimulados com 200ul de emulsdao contendo 100ul Adjuvante Completo de
Freund (CFA) (Difco) e 100ul de solugdo fisiolégica estéril nas patas traseiras.
Estes animais eram mantidos durante duas semanas em condi¢des SPF e ao final deste
periodo eram sacrificados seguindo-se a retirada de células esplénicas para utilizacdo nos

protocolos de cultura celular.

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagio

Animal da Unicamp.
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3.3- Obtencao de Células Mononucleares do Baco

Ap6s a remogdo asséptica os bacos, eram colocados em tubos de ensaio
contendo solucdo salina de Hank (Sigma Co, St Louis, EUA). Para obtencdo das células,
os bacos eram cuidadosamente macerados utilizando peneiras (Sigma) e placas de
Pétri estéreis. Apds serem isoladas as células eram novamente colocadas em tubos de
ensaio estéreis e lavadas por trés vezes com solucdo salina de Hank’s
(Sigma Co, St Louis, EUA) e centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos. Apds a primeira
centrifugacdo, o botdo celular era tratado com tampao de lise com obojetivo de eliminar
eritrocitos. O precipitado celular era diluido em meio RPMI1640 enriquecido com 0,1% de
2—-Mercaptoetanol (1:5000), glutamina 0.2M (1%),2% Hepes, 0,5% Antibidtico,
10% soro fetal bovino e 0,2% fungicida (2ug/ml).

3.4- Viabilidade Celular

Para determinar a viabilidade celular foi utilizado o método por exclusao do
corante Azul de Trypan, o qual ndo penetra através da membrana plasmadtica das células
vidveis. Apds a contagem na camara de Newbauer - Homecitometro, a concentracio de

células foi ajustada para 2 x 10° células/ml.

3.5- Cultura de Células mononucleares do Baco e estimulos

As células esplénicas provenientes dos camundongos NOD, NOD estimulado
com CFA in vivo (NODA), Balb-C e Balb-C estimulado com CFA in vivo (BALBA),
foram colocadas em placas para cultura com 24 e 96 pocgos, cultivadas em meio RPMI1640
enriquecido com 0,1% de 2-Mercaptoetanol (1:5000), Glutamina 0.2M (1%),2% Hepes,
0,5% Antibiotico (Estreptomicina), 10% Soro fetal bovino e 0,2% Fungicida (2ug/ml),
por periodos de 24, 48 e 72 horas, em encubadora ambientada (5% CO* , 37°C).

As culturas realizadas em triplicata eram estimuladas com Leptina nas
concentracoes de 2,5 nM, 5,0 nM e 10,0 nM e 2,5 ul/ml de Concanavalina A (ConA) como

controle positivo de proliferacao celular (resultados ndo apresentados) e sem estimulo.
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Ap6s cada periodo estipulado para cultura, o conteido das placas de 24 pogos
foram retirados e centrifugados, sendo o botdo celular destinado a Biologia Molecular
(BM) para andlise da expressdao génica de citocinas, ressuspenso em 400ul de Guanidina

sarcosyl e as placas de 96 pocos foram utilizadas para o ensaio de proliferacdo celular.

3.6- Estimativa da proliferaciao celular por meio de ensaio com MTT

A estimativa da proliferacdo celular das células cultivadas era realizado
utilizando-se a técnica de MTT (Brometo de [3-(4,5dimetiltiazol-2-il)-2,5diphenyl
tetrazolium bromide) (50). Apds o periodo de incubagdo determinado, nas placas de
96 pocos, era acrescida a cultura 10ul/poco de MTT (5 mg/ml em PBS), incubando-se por
quatro horas. A seguir, retirava-se da estufa, acrescenta-se a cada pogo 100ul/poco de SDS

(10%), contendo HCL 0,01N e incubando-se por 15 minutos em temperatura ambiente.

A leitura foi realizada em espectrofotometro Spectramax, utilizando 560 nm

como comprimento de onda e 690 nm como referéncia de fundo.

3.7- Extracao de RNA Total

As amostras de RNA total eram extraidas de células esplénicas provenientes
das culturas através do método de Guanidina Tiocianato - Fenol- Cloroférmio (51)
adaptado no Laboratério de Imunologia e Alergia Experimental (LIAE) (52) conforme

descri¢do a seguir.

As amostras eram homogeneizadas em solugdo de lise e inibidora de RNAse de
Guanidina Tiocianato 4M (Gibco, USA) contendo 2-Mercaptoetanol e Sarcosyl 0,5%
(Sigma, EUA) pH 7,0. O volume do tampdo de lise Guanidina (GBL) utilizado foi

proporcional ao nimero de células, empregando-se normalmente 10 volumes de GBL.

Para a separacao de proteinas e acidos nucléicos, adicionou-se um volume igual
de tampio Fenol:Cloroférmio:Alcool Isoamilico (25:24:1), agitando-se vigorosamente para

formacdo de emulsdo. Posteriormente a preparacdo foi submetida a centrifugacdo por
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cinco minutos a temperatura ambiente a 10.000g, recuperando-se a fase aquosa.

Repetia-se o processo até a obtencao de material totalmente limpido.

A retirada do excesso de Fenol foi realizada pela extracio com
Cloroférmio-Alcool Isoamilico (24:1). O RNA na fase aquosa foi precipitado pela adicdo
de trés volumes de Etanol absoluto e Acetato de s6dio pH 5.2, na concentragcdo final de
0,3M. Esta preparacdo foi mantida a - 80°C pelo periodo minimo de 24 horas.
Posteriormente, a preparacdo foi centrifugada a 14.000g por 20 minutos a 4°C.

Ap0s a retirada do Etanol, o precipitado foi diluido em 40ul de 4gua ultrapura preparada

com Dietil Pirocarbamato (DEPC) (Sigma, EUA).

3.7.1- Analise do RNA Total Extraido

A qualidade do RNA total extraido era analisada através da relagcdo entre suas
leituras em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 260nM e 280nM.
Considerando-se adequadas as amostras com relacdo entre 1.6 e 1.8. Para a quantificacdo
do RNA total aplicava-se a formula: (0D260/0,025) X diluicio de
leitura/1000= RNA pg/pl.

3.7.2- Transcri¢do Reversa do RNA Total Extraido (cDNA)

Para a sintese do cDNA, eram padronizados Sug de RNA total de amostras de
baco para a realizagdo do RT-PCR final. Assim, o volume de RNA total adicionado para a
transcri¢do reversa foi calculado para a obtencdo de Sug/50ul de reacdo. Adicionava-se a
amostra 0,5ul de Oligo dt (pt) e dgua ultrapura em quantidade suficiente para 28ul.
Os tubos eram aquecidos com as respectivas amostras em termocilcladora
(GeneAmp® 9700, Perkin Ellmer, EUA) por 10 minutos a 65°C e resfriou-se para 4°C

por cinco minutos.

Para a ligacdo complementar dos primers ao RNA, adicionavam-se 21ul de
solucdo-mae (10ul de tampao Super RT, 5ul de dANTP mix 0,5mM, 5ul de DTT 0,1M,

1ul de RNAsin) incubando-se por dois minutos a 42°C. Apés adi¢do de 1ul de enzima
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Transcriptase reversa (Invitrogen) (200U), a reagdo processou-se em termocicladora
programada para : 42°C por 50 minutos,70°C por 15minutos e resfriamento da amostra até
4°C adaptado no Laboratério de Imunologia & Alergia Experimental (LIAE) (53). Apds a

ultima etapa as amostras eram armazenadas a -20°C como DNA complementar (cDNA).

3.7.3- Amplificacdo do cDNA pela Rea¢do de Polimerase em Cadeia (PCR).

O procedimento-padrao de PCR era realizado adicionando-se ao tubo de reacao
2ul de amostra de cDNA, adicionou-se 100ng de primer sense, 100ng de primer anti-sense,
45ul de solugdo de reacao (Sul de tampao Taq polimerase (GibcoBRL, EUA); 5ul de INTP
mix 5SnM, 1,5ul de MgCl12 50mM e 33,5ul de dgua ultrapura), 2ul de cDNA e 1ul de 6leo
mineral. Em seguida os tubos foram transferidos para termocicladora nas seguintes
condi¢des programadas: Desnaturacdo a 94° C por 2 minutios, 80°C por 5 minutos para
amplificacdo de Iul da enzima taq polimerase - Thermus aquaticus DNA polimerase
gene.Pareamento 58°C por 45 segundos, extensdao dos primers a 72°C por 90 segundos,
desnaturacdo dos primers a 95°C por 45 segundos, 40 ciclos, extensdo final 72°C por

10 minutos, temperatura de espera 4 °C. Os produtos das PCR foram armazenados a -20°C.
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Tabela 1- Os primers utilizados com suas seqiiéncias descritas acima obedeciam a

estratégias sense e anti-sense: TNFa, IFNy, IL1B, IL-2 , IL-12 e

Ciclofilina (Cy - Gene estrutural), pb= pares de bases.

Primer Sense Anti-Sense Produto
TNFa 5 CTTAGACTTTGCGGAGTCCG3’ 5’CCCTGTCACATGGACCTGACAZ’ 254pb
IFNy 5’AAGTGGCATAGATGTGGAAG3’ 5’CTGGACCTGTGGGTTGTTGA3’ 265pb
IL-1B  5’AGGCTCCGAGATGAACAA3’ 5’AAGGCATTAGAAACAGTCC 3° 450pb
IL-2  5’CCTGAGCAGGATGGAGAATTACAG3’ 5’ CTTATGTGTTGTAAGCAGGAGGTAC3’ 366pb
IL-12 5’AGCTTTTGTGACAACCAATAAGAAC3’ 5’CAAACTCACAGAGATCTGCCTG3’ 297pb
Cy 5’GACAGCAGAAAAATTTCGTGC3’ 5S’GGTTCTGACTCACCGACCT3’ 276pb

3.7.4- Anilise da PCR por Eletroforese em gel

A amplificacdo do cDNA com os respectivos primers para TNFa, IFNy, IL-
1B,IL-12 e IL-2, eram analisados através de Eletroforese em gel de agarose 1,5% e
revelados com brometo de etidio, através de excitacdo de luz UV e o registro feito através
do sistema de documentacdo fotogrifica NucleoVision, Nucleo Tech, CA, USA..
A intensidade das bandas era analisada com software GelExpert, NucleoTech, CA, EUA.
Para a semiquantificacio do mRNA as areas de pixel eram determinadas pela intensidade
de cada banda e comparadas com as da ciclofilina. Os valores foram transformados em
Unidades Arbitrarias (pixel index) através da férmula: Unidades Arbitrarias = (pixel das

citocinas ou apoptose/ pixel da ciclofilina do respectivo grupo) x 100

3.8- Analise Estatistica

Para andlise dos resultados era utilizado o método ANOVA nao-paramétrico
(Kruskall-Wallis), com pds-teste de Dunn, ou teste T Student para analises comparativas
individuais entre tratados previamente com adjuvante ou ndo. Valores de p<0,05 foram

considerados significativos
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4- RESULTADOS
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4.1- Viabilidade celular - Estimativa de Proliferaciao

O efeito da Leptina na viabilidade celular foi estudado em células esplénicas de

camundongos NOD e Balb-C estimulados e nao estimulados com CFA in vivo.

Quando analisados as culturas realizadas com células provenientes de
camundongos NOD, observou-se no periodo de 24 horas, maior viabilidade celular das
culturas estimuladas com 2,5 nM de leptina (0,250+0,013), ao se comparar a cultura nao
estimulada (0,1805+0,016). Por outro lado, as culturas sob estimulo de
5,0 nM (0,048+0,011) e 10,0nM de leptina (0,033£0,011) apresentaram menor viabilidade

celular quando comparadas a cultura sem estimulo (p<0,05).

No periodo de 48 horas, notou-se maior viabilidade das células mantidas sob
estimulo de 2,5 nM de leptina (0,160+0,027) e menor viabilidade das células mantidas sob
estimulo de 10,0 nM de leptina (0,034+£0,010), quando relacionadas as células mantidas

sem estimulo (0,062+0,007) (p<0,05).

As culturas mantidas sob estimulo de leptina nos concentragdes de 2,5 nM,
5,0 nM e 10,0 nM (0,1425+0,030; 0,192+0,076; 0,212+0,025), apresentaram no periodo de
78 horas viabilidade celular significativamente maior quando comparadas a cultura mantida

sem estimulo (0,02+0,007) (p<0,05) (fig. 1A).

Comparando-se as células provenientes de camundongos NOD estimulados
in vivo com CFA (NODA) e submetidas a cultura no periodo de 24 horas notou-se
viabilidade celular significativamente maior na cultura estimulada por 2,5 nM de

leptina (0,240£0,024) em relacdo a cultura ndo estimulada (0,141+£0,011) (p<0,05).

No tempo de cultura de 48 horas, observou-se menor viabilidade celular nas
culturas mantidas sob estimulo de leptina nas concentracdes 2,5 nM (0,1015+0,009) e
10,0 nM (0,105+£0,002), quando comparadas as células mantidas sem estimulo

(0,152+0,003) (p<0,05).

A andlise no periodo de 72 horas, mostrou maior viabilidade das culturas sob
estimulo de 2,5 nM (0,193+0,003) e 5,0 nM (0,182+0,009) ao serem relacionadas as células
sem estimulo de leptina (0,136+0,011) (p<0,05) (fig. 1B).
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Nas culturas de células esplénicas provenientes de camundongos Balb-C,
no periodo de 24 horas, foi observado menor viabilidade celular nas culturas estimuladas
com leptina nas vdrias concentragdes (2,5 - 0,215+0,610; 5,0 - 0,272+0,069;
10,0 - 0,291+0,092), quando relacionadas a cultura ndo estimulada (0,643+0,164)
(p<0,05). Por outro lado, as células mantidas em cultura por 48 e 72 horas sob estimulo de
5,0 nM de leptina (48 - 0,591+0,048; 72 - 0,225+0,031) apresentaram viabilidade
significativamente maior quando relacionada a cultura sem estimulo (48 - 0,362+0,061;

72 - 0,12820,037) (p<0,05) (fig. 1C).

As culturas de células esplénicas de camundongos Balb-C estimulados com
CFA in vivo (BALBA), mantidas com leptina nas concentragdes de 2,5 nM (0,919+0,115),
5,0 nM (0,954+0,156) e 10,0 nM (0,818+0,083), no periodo de 48 horas, apresentaram
maior viabilidade celular quando comparadas as culturas mantidas sem estimulo
(0,51940,206). J4 no periodo de 72 horas, as culturas estimuladas de 5,0 nM de leptina
(0,589+0,071) apresentaram maior viabilidade celular em relacdo a cultura ndo estimulada
(0,335+0,220) (p<0,05). Contudo, nitidamente pdde-se observar viabilidade celular mais

elevada no periodo de 24 horas, embora sem diferenca entre as culturas (Fig.1D).
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Figura 1- Estudo de Viabilidade Celular — Estimativa de Proliferacdo: Culturas realizadas

com células esplénicas de camundongos NOD e Balb-C estimulados e nado
estimulados com CFA in vivo, mantidas sob estimulo de 2,5 nM, 5,0 nM e
10,0 nM de leptina e sem estimulo, por periodos de 24, 48 e 72 horas.
Andlise comparativa entre os estimulos em cada periodo de cultura. Para a
andlise estatistica foi utilizado o teste ANOVA ndo-paramétrico

(Kruskall-Wallis), considerando *p< 0,05.
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4.2- Expressao de Citocinas em Células Esplénicas

4.2.1- TNF-a

A andlise da expressdao génica de TNFo em cultura de células provenientes de
camundongos NOD mostrou niveis diminuidos de mRNA no periodo de 24 horas nas
culturas estimuladas com leptina nas concentracdes de 5,0 (92,2+14,5) e 10,0 nM

(106,248,6) em relacdo a cultura ndo estimulada (157,5£18,9) (p<0,05).

Nao houve grande variabilidade nos niveis desta citocina nos periodos de

48 e 72 horas de cultura (p>0,05) (fig 2A).

Utilizando-se células de camundongos NOD estimulados com CFA in vivo
(NODA) observou-se niveis reduzidos na expressao génica de TNFa nas concentracdes de
2,5 nM (50,4245,8) e 5,0 nM de leptina (39,02+11,0) em relagdo as culturas ndo
estimuladas (73,52+49,3), durante o periodo de 24 horas (p<0,05).

Resultado semelhante foi encontrado no periodo de 48 horas, onde se notou
diminuicdo dos niveis da citocina nas culturas estimuladas com leptina nas varias
concentracoes (2,5 - 49,01+£5,3; 5,0 - 45,0045,4; 10,0 - 45,88+31,4) quando relacionadas a
cultura sem estimulo (114,59+12,9) (p<0,05). A andlise do periodo de 72 horas ndo

mostrou diferenca estatistica (p>0,05) (fig 2B).

As culturas realizadas com células de camundongos Balb-C (BALB) mantidas
sob estimulo de 10,0 nM de leptina (167,9+£20,1), no periodo de 24 horas apresentaram
maior expressao génica de TNFo quando comparadas a cultura sem estimulo (92,8+14,0).
Contudo, no periodo de 48 horas, o estimulo de 10,0 nM de leptina (102,8+3,6) apresentou
niveis significativamente inferiores da citocina estudada quando comparado a cultura ndo
estimulada (165,0£46,2) (p<0,05). A andlise no periodo de 72 horas ndo mostrou diferenca
estatistica (p>0,05) (fig 2C).

A expressio de mRNA de TNFo em culturas de células de camundongos
Balb-C estimulados in vivo com CFA (BALBA) mostrou-se reduzida nas culturas mantidas

sob estimulo de 5,0 nM de leptina (44,943,5), quando comparadas as células mantidas sem
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estimulo (91,5+14,4) no periodo de 24 horas. No tempo de 48 horas as culturas
estimuladas com 2,5 nM (75,11£17,4) e 5,0 nM de leptina (52,3+3,9) apresentaram niveis
significativamente menores da citocina quando relacionadas as culturas sem estimulo
(107,549,5). No entanto, no periodo de 72 horas, a cultura estimulada por 2,5 nM de leptina
(191,744,9) apresentou niveis elevados de TNFa, ja nas células mantidas sob estimulo de
5,0 (61,240,5) e 10,0 nM de leptina (65,4+6,7) foi observada reduc¢do na expressao de
TNFa, quando relacionadas a cultura ndo estimulada (152,1+£6,4) (p<0,05) (fig 2D).
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Figura 2- Expressao do mRNA da citocina TNF-o em cultura de células esplénicas de
camundongos NOD e Balb-C estimulados e ndo estimulados com CFA in vivo,
mantidas sob estimulo de leptina nas concentragdes de 2,5 nM, 5,0 nM, 10,0 nM
e sem estimulo, por periodos de 24, 48 e 72 horas. Andlise comparativa entre os
estimulos em cada periodo de cultura. Para a andlise estatistica foi utilizado o

teste ANOVA nao-paramétrico (Kruskall-Wallis), considerando *p< 0,05.
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4.2.2- TFN-y

As culturas realizadas com células esplénicas de camundongos NOD (NOD) no
periodo de 24 horas, mantidas sob estimulo de 2,5 nM (2,3+0,1) e 5,0 nM de
leptina (0,9+0,2) apresentaram niveis reduzidos de IFN-y quando relacionadas as culturas
sem estimulo (7,2+3,7). No periodo de 48 horas observou-se menor expressdo génica das
células estimuladas por 2,5 nM de leptina (7,8+1,0) em comparagdo as células mantidas
sem estimulo (19,3+2,9). Contudo no tempo de 72 horas, as culturas estimuladas por
10,0 nM de leptina (69,0+20,5) apresentaram niveis elevados de IFN-y quando

relacionadas as culturas sem estimulo (11,3+1,2) (p<0,05) (Fig 3A).

A andlise das culturas realizadas utilizando células de camundongos NOD
estimulados com CFA in vivo (NODA) mostrou expressao génica reduzida de IFN-y nas
células mantidas sob estimulo de 5,0 nM de leptina (2,6+0,88) no periodo de 24 horas,

quando relacionadas as células sem estimulo (4,9+1,7) (p<0,05).

Na andlise do periodo de 48 horas ndo foi observada diferenca estatistica

(p>0,05).

Nas culturas mantidas por 72 horas, observou-se nas células estimuladas com
leptina nas concentragdes de 2,5 nM (14,3+3,44) e 5,0 nM (11,7+0,279) niveis superiores
de IFN-y quando comparados a cultura mantida sem estimulo (7,8+2,4) (p<0,05) (Fig 3B).

As culturas de células de camundongos Balb-C (BALB) apresentam aumento
dos niveis de mRNA nas concentragdes de 5,0 nM (9,6£0,5) e 10,0 nM de leptina
(16,5+4,3), no periodo de 24 horas, em relacdo as culturas sem estimulo (6,8%0,5).
No periodo de 48 horas de cultura, as células mantidas sob estimulo de 5,0 nM de leptina
(5,8+1,9) apresentaram niveis reduzidos da citocina em comparagdo ao grupo nao

estimulado (19,343,8) (p<0,05).

Quando se compara, no periodo de 72 horas, as células mantidas sob estimulo
de 5,0 nM (4,9£0,5) e 10,0 nM de leptina (7,7+2,1) as células mantidas sem estimulo
(41,2+16,6), foram encontrados niveis reduzidos de IFN-y (p<0,05) (Fig 3C).
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Na andlise da expressao génica de IFN-y por células esplénicas de
camundongos Balb-C estimulados com CFA in vivo (BALBA), no periodo de 24 horas,
foram encontrados niveis significativamente elevados nas células estimuladas por
5,0 nM (4,2+0,4) e 10,0 nM de leptina (5,1+1,8) quando relacionadas a cultura mantida
sem estimulo (0,0+0,0). No tempo de 48 horas, encontrou-se redu¢do do nivel de IFN-y nas

células mantidas com 5,0 nM de leptina (4,4+0,5) em comparagdo as células sem estimulo

(0,0£0,0) (p<0,05).

Contudo, no periodo de 72 horas, as células cultivadas sob estimulo de leptina

ndo apresentaram expressao da citocina estudada (Fig 3D).
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Figura 3- Expressio do mRNA da citocina IFN-y em cultura de células esplénicas de

camundongos NOD e Balb-C estimulados e ndo estimulados com CFA in vivo,
mantidas sob estimulo de leptina nas concentragdes de 2,5 nM, 5,0 nM, 10,0 nM
e sem estimulo, por periodos de 24, 48 e 72 horas. Andlise comparativa entre os
estimulos em cada periodo de cultura. Para a andlise estatistica foi utilizado o

teste ANOVA nao-paramétrico (Kruskall-Wallis), considerando *p< 0,05.
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423-IL1B

As culturas de células de camundongos NOD (NOD), mantidas por 24 horas
sob estimulo de 2,5 nM (56,2+4,5) e 10,0 nM de leptina (123,2+25,0), apresentaram niveis
significativamente mais elevados do mRNA de IL1p em relacdo as células mantidas sem
estimulo (31,1+11,7). Apds 48 horas, as culturas estimuladas por 2,5 nM (102,9+1,7) e
5,0 nM de leptina (109,74£5,0) apresentaram niveis elevados de IL1B. Por outro lado,
as células mantidas com 10,0 nM (15,540,8) exibem niveis significativamente reduzidos
desta citocina quando comparadas a cultura mantida sem estimulo (72,3+13,8).
Observou-se, em 72 horas de cultura, niveis significativamente menores de ILI1[ nas
culturas mantidas com 2,5 nM de leptina (12,9£3,5). Contudo as células estimuladas por
5,0 nM (104,5+6,1) e 10,0 nM de leptina (84,5+7,1) apresentam niveis elevados da citocina
quando relacionadas a cultura sem estimulo (41,7+15,9) (p<0,05) (Fig 4A).

A cultura de células esplénicas de camundongos NOD pré-estimulados com
CFA in vivo (NODA), quando submetidas ao estimulo de 5,0 nM de leptina (44,5+17,3)
apresentaram expressao génica de IL1[3 diminuida no periodo de 24 horas em comparagao a

cultura mantida sem estimulo (84,08+10,3).

A andlise do periodo de 48 horas ndo apresentou diferenca significativamente
relevante (p<0,05). Por outro lado, em 72 horas, as culturas estimuladas por 5,0 nM de
leptina (28,03+6,07) apresentaram mRNA de IL1J reduzido quando comparadas ao grupo
sem estimulo (54,67+12,0). J4 as células mantidas com estimulo de 10,0 nM de leptina

(85,71£10,11) apresentaram niveis elevados em relacdo ao mesmo grupo (Fig 4B).

As células de camundongos Balb-C (BALB) mantidas em cultura sob estimulo
de 5,0 nM de leptina (27,0+6,9) apresentam niveis significativamente reduzidos de IL-1p,
no periodo de 24 horas quando relacionadas as células mantidas sem estimulo (46,4+7,0).
No periodo de 48 horas, observou — se maior expressdo génica de IL-1f3 nas culturas sob
estimulo de 10,0 nM de leptina (96,2+18,7) em comparacdo a ndo estimulada (39,9+15,8).
Ja em 72 horas, foram detectados niveis reduzidos de IL-1J nas culturas mantidas sob
estimulo de 5,0 nM (21,442,2) e 10,0 nM de leptina (50,5£16,7) em relacdo a cultura ndo
estimulada (87,1+9,1) (p<0,05) (Fig 4C).
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A andlise das células de camundongos Balb-C pré-estimulados com CFA
in vivo (BALBA), no periodo de 24 horas ndo mostrou diferenca estatistica relevante
(p<0,05). No periodo de 48 horas, as culturas mantidas sob estimulo de leptina nas vérias
concentracdes (2,5 — 26,3+3,0; 5,0 — 59,4+£2.3; 10,0 — 75,6+13,5) apresentaram niveis
significativamente mais baixos do mRNA de IL1B quando comparadas a cultura nio
estimulada (144,5£16,2). Ap6s 72 horas, as culturas estimuladas com 2,5 nM de leptina
(13,74£2,7), apresentaram maior expressio génica de IL1p comparando-se as sem estimulo

(9,0+0,7) (p<0,05) (Fig 4D).

Resultados

45



180 180 T
160 - . A) NOD 160 - B) BALB
140 J’_ 140 -
120 * * * 120 - *
100 . 100 -
80 80 - .
60 5 60 -
40 | 40 - * .
20 * * 20
0. ( 0.
24 48 72 24 48 72
180 - 180 -
160 C) NODA 160 D) BALBA

* 100 ~

140 - 140 -
120 - 120 -
100 - *
80 - . 80 - .
60 - 60 -
40 - * 40 .
20 20 *
0 , , 0. .
24 48 72 24 48 72

Figura 4- Expressio do mRNA da citocina IL1- em cultura de células esplénicas de
camundongos NOD e Balb-C estimulados e ndo estimulados com CFA in vivo,
mantidas sob estimulo de leptina nas concentragdes de 2,5 nM, 5,0 nM, 10,0 nM
e sem estimulo, por periodos de 24, 48 e 72 horas. Andlise comparativa entre os
estimulos em cada periodo de cultura. Para a andlise estatistica foi utilizado o

teste ANOVA nao-paramétrico (Kruskall-Wallis), considerando *p< 0,05.
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4.2.4-1L-12

A andlise da expressdo génica de IL-12 em cultura de células provenientes de
camundongos NOD (NOD) mostrou niveis diminuidos de mRNA no periodo de 24 horas
nas culturas estimuladas com leptina em todas as concentragdes (2,5 - 192,1+20,5;
5,0 — 51,3+4,5; 10,0 — 136,4+13,4) em relagdo a cultura ndo estimulada (265,7+17,7).
Em 48 horas de cultura, os grupos sob estimulo de 2,5 nM (200,1£58,3) e 5,0 nM de leptina
(197,9+15,6) apresentaram niveis elevados de IL-12, quando relacionados a cultura nio

estimulada (139,1+24,7).

Ja no periodo de 72 horas, observou-se aumento da expressdo génica de IL-12
nas células mantidas sob estimulo de 5,0 nM (195,0+£26,3) e 10,0 nM de leptina (164,2+1,7)
quando comparadas ao grupo ndo estimulado (34,0+2,7) (Fig SA).

Em relacdo as células de camundongos NOD pré-estimulados com CFA
(NODA), mantidas em cultura por 24 horas, foi encontrado nivel reduzido de 1L-12 nas
células mantidas sob estimulo de 5,0 nM de leptina (61,6£15,6) em relacdo ao grupo nao
estimulado (115,1£15,7). Em 48 horas, as culturas estimuladas com as vdrias concentracoes
de leptina (2,5 — 91,4+7.3; 5,0 — 64,1£16,7; 10,0 — 30,5+11,9) apresentaram niveis
significativamente mais baixos do mRNA de IL1f quando comparadas a cultura sem

estimulo (158,5+18,37).

Ao se analisar o periodo de 72 horas, as células mantidas com 2,5 nM
(200,1+58,3) e 10,0 nM de leptina (200,1£58,3) mostraram niveis elevados de IL-12
quando comparadas ao grupo sem estimulo (200,1£58,3). Ja o estimulo de 5,0 nM de
leptina (200,1+58,3) apresentou nivel reduzido desta citocina quando comparado a0 mesmo

grupo (p<0,05) (Fig 5B).

As células de camundongos Balb-C (BALB) mantidas sob estimulo de 2,5 nM
(102,4+12,9) e 10,0 nM de leptina (112,7£11,7) mostraram niveis significativamente
elevados de IL-12, no periodo de 24 horas quando relacionadas as células mantidas sem
estimulo (76,5+11,5). No periodo de 48 horas, observou — se maior expressdo génica nas

culturas sob estimulo de 2,5 nM de leptina (99,6+14,7) em comparagdo a cultura nao
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estimulada (66,7£10,7). Ja no periodo de 72 horas, foram detectados niveis reduzidos de
IL-12, nas culturas mantidas sob estimulo de 5,0 nM (75,3+4,0) e 10,0 nM de leptina
(35,3+9,0) em relacdo a cultura ndo estimulada (149,9+15,2) (Fig 5C).

As culturas realizadas com células de camundongos Balb-C estimulados in vivo
com CFA (BALBA), sob estimulo de leptina nas diferentes concentragdes (2,5 — 124,6+3,0;
5,0 — 120,8+19,2; 10,0 — 119,9+£17,3) apresentaram niveis significativamente elevados de
IL-12 no periodo de 24 horas, quando relacionados a cultura ndo estimulada (55,645,0).
Ap6s 48 horas, notou-se comportamento inverso, com redug¢do dos niveis de IL-12 em
todas as concentracdes de leptina (2,5 — 73,2+10,9; 5,0 — 71,7£0,9; 10,0 — 75,245,9)

quando comparadas a cultura sem estimulo (148,948,5) (p<0,05).

No tempo de 72 horas encontrou-se maior expressdao génica de IL-12 nas
células mantidas sob estimulo de 2,5 nM de leptina (124,6+3,0) e menor expressao desta
citocina nas culturas estimuladas por 5,0 nM de leptina (120,8+19,2) quando relacionadas

as culturas sem estimulo (106,9+5,0) (p<0,05) (Fig 5D).
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Figura 5- Expressio do mRNA da citocina IL-12 em cultura de células esplénicas de
camundongos NOD e Balb-C estimulados e nao estimulados com CFA in vivo,
mantidas sob estimulo de leptina nas concentragdes de 2,5 nM, 5,0 nM,
10,0 nM e sem estimulo, por periodos de 24, 48 e 72 horas. Anélise
comparativa entre os estimulos em cada periodo de cultura. Para a anélise
estatistica foi utilizado o teste ANOVA ndo paramétrico (Kruskall-Wallis).
Considerando *p< 0,05.
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4.2.5-1L-2

A andlise da expressdo génica de IL-2 nas culturas de células esplénicas de
camundongos NOD, o periodo de 24 horas ndo mostrou diferenga estatisticamente
significativa (p>0,05). No periodo de 48 horas, as células mantidas sob estimulo de
10,0 nM de leptina (2,9+5,0) apresentaram menor mRNA de IL-2 quando comparadas a
cultura ndo estimulada (6,2+1,7). Em 72 horas, foram observados niveis superiores de IL-2
nas culturas estimuladas com 2,5 nM de leptina (65,6+8,8) e inferiores nas culturas
estimuladas por 5,0 nM de leptina (20,9+3,7) quando relacionadas as culturas sem estimulo

(33,9+7,2) (p<0,05) (Fig 6A).

Nas culturas de células de camundongos NOD previamente estimulados com
CFA in vivo (NODA), os estimulos de 2,5 nM (8,5+1,2) e 10,0 nM de leptina (18,5+1,2)
apresentaram expressdao génica de IL-2 significativamente aumentada no periodo de
24 horas, quando comparadas as culturas sem estimulo (4,6£0,6) (p<0,05). No periodo de
48 horas, nao foram detectadas diferencas estatisticamente significativas (p>0,05).
Contudo, no periodo de 72 horas, culturas mantidas com estimulo de 5,0 nM de leptina
(14,7+1,8) apresentaram niveis inferiores de IL-2 quando comparadas aquelas mantidas

sem estimulo (30,6+7,1) (p<0,05) (Fig 6B).

As células de camundongos Balb-C (BALB), mantidas em culturas sob
estimulo das diferentes concentragdes de leptina (2,5 — 23,7+6,1; 5,0 — 26,3+1,9;
10,0 — 26,0+1,1), apresentaram niveis significativamente reduzidos de IL-2 no periodo de
24 horas, quando relacionadas a cultura ndo estimulada (40,5+7,8). Apds 48 horas, foi
observado menor expressao génica de IL-2 na cultura mantida sob estimulo de 5,0 nM de
leptina (31,6+10,8) quando comparada ao grupo nédo estimulado (58,7£16,3). No periodo de
72 horas, as culturas estimuladas com 5,0 nM (22,4+4,3) e 10,0 nM de leptina (26,3+8,9)
apresentaram reduzida expressdo IL-2 em relagdo a cultura ndo estimulada (106,948,0)

(p<0,05) ( Fig 6C).

A andlise das culturas de células de camundongos Balb-C previamente
estimulados com CFA in vivo (BALBA), no periodo de 24 horas mostrou niveis reduzidos

de mRNA de IL-2 nas células sob estimulo de 5,0 nM de leptina (5,5+0,6) e niveis elevados
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de IL-2 nas células estimuladas por 10,0 nM de leptina (16,0+1,7) quando comparadas as
culturas sem estimulo (10,2+2,8). No periodo de 48 horas as culturas estimuladas com
leptina nas diferentes concentracdes (2,5 — 7,5+£1,9; 5,0 — 9,4+0,5; 10,0 — 8,7%1,1)
apresentaram niveis reduzidos de IL-2 quando comparadas a cultura sem estimulo
(10,2+2,8) (p<0,05). Contudo em 72 horas, observou-se expressdo gé€nica de IL-2 apenas

nas culturas mantidas com 5,0 nM (10,3£0,6) e 10,0 nM de leptina (7,8+0,2) (Fig 6D).
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Figura 6- Expressio do mRNA da citocina IL-2 em cultura de células esplénicas de

camundongos NOD e Balb-C estimulados e ndo estimulados com CFA in vivo,

mantidas sob estimulo de leptina nas concentragdes de 2,5 nM, 5,0 nM,

10,0 nM e sem estimulo, por periodos de 24, 48 e 72 horas. Andlise

comparativa entre os estimulos em cada periodo de cultura. Para a andlise

estatistica foi utilizado o teste ANOVA nao-paramétrico (Kruskall-Wallis),

considerando *p< 0,05.
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5-DISCUSSAO
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A leptina, hormonio relacionado com o metabolismo energético, pode ter papel
imunomodulatério no desenvolvimento do diabetes autoimune em camundongos NOD

fémeas, acelerando a instalagdo da doenga (54).

No presente trabalho, avaliou-se a influéncia da leptina na modulagdo de
citocinas pro-inflamatérias (TNFa, IFNy, IL-1B, IL-2 e IL-12) em células esplénicas de
camundongos NOD, modelo experimental para estudo dos mecanismos imunopatolégicos

do diabetes mellitus auto-imune insulino-dependente (14).

Foi utilizado o estudo de viabilidade celular para estimar a proliferagdo celular
nas culturas, os resultados aqui alcangados sugerem que os diferentes estimulos de leptina
nas culturas realizadas com células de camundongos NOD, no periodo de 72 horas,
mantém maior viabilidade celular, sendo esta superior a apresentada pela cultura mantida

sem estimulo. Contudo notou-se grande perda celular durante o procedimento de cultura.

LHOMUS et al. (2004), empregando doses entre InM e 1 uM sugerem que
doses mais elevadas de leptina podem exercer efeitos citotoxicos em culturas de linfocitos

estimulados inicialmente com ConA (41).

Por outro lado, LORD et al. (1998), empregando diferentes protocolos de
proliferacao celular, mostrou que a pré-incubagdo de linfécitos humanos com 10 nM de
leptina, diferentemente da concentragdo de 1 nM, promovia maior proliferacdo destas

células quando estimuladas com toxdide tetanico (38).

Contudo, os resultados desta pesquisa ndo mostram a¢do dose especifica da

leptina no estimulo da proliferagao celular.

Os resultados de viabilidade celular em células provenientes de camundongos
Balb-C, mostraram numero mais elevado de células viaveis que as células de camundongos
NOD. Contudo, as melhores respostas foram obtidas na no periodo de 48 horas.
No contexto da literatura disponivel, estes resultados sdo inéditos e por isso sem elementos

que permitam comparagdo de dados.
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A linhagem NOD ¢ modelo que se presta ao estudo de inflamagdo e
imunopatologia de algumas doencas auto-imunes. Desta forma, os resultados obtidos
inicialmente com os diferentes estimulos de leptina motivaram a organizagao de protocolo
para verificar o comportamento das células provenientes de animais estimulados com
Adjuvante Completo de Freund mantidas em cultura com leptina nas mesmas condigdes

anteriores.

Estudos realizados com células mononucleares de sangue humano (PBMC)
demonstram que a leptina tem a capacidade de estimular os mondcitos in vitro,
mas ressaltam que ha dependéncia da pré-estimulacdo com estimulos ndo especificos como
LPS (lipopolisacarideo) ¢ PMA (phorbol myristate acetate). Portanto esta ndo ¢ capaz de

estimular linfécitos sem estimulo prévio (48).

Desta forma, nestes resultados observou-se que as culturas de células de
camundongos Balb-C estimulados com CFA in vivo (BALBA) apresentaram maior
manuten¢do da viabilidade celular quando comparados aos demais grupos experimentais,
reafirmando a necessidade do pré-estimulo para proliferacdo celular. Por outro lado,
a cultura realizada com células de camundongos NOD estimulados com CFA (NODA),
ndo apresentou aumento significativo na viabilidade celular, mantendo-se igual e/ou
inferior aos experimentos com camundongos NOD e Balb-C nado estimulados com CFA

(NOD e BALB).

O adjuvante tem sido descrito como estimulador imunolégico através de
reacOes inflamatorias que aumentam a infiltracdo de células apresentadoras de antigenos
(APC) no local de aplicagdo. Adicionalmente, o adjuvante modula a resposta imune,
prolongando a apresentacdo do antigeno, aumentando a expressao de MHC de classe [ e Il e
moléculas de adesdo, além de modular negativa ou positivamente a producdo de citocinas

(25, 55).

Alguns autores descrevem agdao antimitdtica do CFA, uma vez que sua

utilizag¢do pode reduzir a agdo de agentes mitoticos, como a ConA in vitro (24).

Estudos mostram que a administragdo de CFA em camundongos NOD reduz a
resposta de linfocitos esplénicos a mitdgenos e esta agdo pode ser atribuida a indugdo de

células regulatorias. Contudo este efeito varia de acordo com o tipo de células analisada,
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uma vez que foi demostrado que estimulo de CFA em timoécitos de camundongos NOD
aumenta a fraca resposta destas células a mitdgenos. A inducdo de células T que secretam

o tipo apropriado de citocina pode ser responsavel por este efeito (56).

Estes efeitos na ativacdo e proliferacdo sdo dose-dependente, onde o maximo
efeito da leptina é observado quando estimulados com 10,0 nM de leptina (38).
Contudo, os resultados deste trabalho ndo apresentaram este comportamento

dose-dependente.

Portanto, somente a leptina ndo ¢ capaz de estimular a proliferacdo e ativar
linfocitos, mas € capaz de potencializar o efeito de outros estimulos (49). Este efeito foi
observado nas células provenientes de camundongos Balb-C, mas ndo nas culturas

realizadas com células de camundongos NOD.

Em contrapartida, outros estudos sugerem a agdo proliferativa da leptina em
linfocitos virgens (38), ainda ndo havendo uma unanimidade sobre a necessidade ou ndo de

pré-estimulo.

A leptina pode inibir algumas respostas imunes in vitro que incluem a
proliferacdo de alguns tipos celulares. Apesar desta agdo, a expressdo de citocinas
pro-inflamatorias (IL-6 e TNFa) produzidas e liberadas por mondcitos periféricos e
IL-2 por linfocitos T virgens estd aumentada (42), dirigindo a ativacao de células T para o

fenotipo TH1, com conseqiiente liberagdo de IFNy (49, 57).

Ao se analisar as expressoes génicas das citocinas pro-inflamatorias estudadas,
foram verificados comportamentos diferentes para cada tipo de citocina, variando de acordo
com a linhagem de camundongo, a concentragdo do estimulo de leptina, o tempo de cultura

e estimulagdo prévia com CFA.

Os resultados deste trabalho mostram que a leptina tem agdo limitada sobre a
produgdo de TNFo em cultura de células de camundongos NOD e Balb ndo previamente
estimulados com CFA. Por outro lado. As culturas estimuladas previamente com CFA
apresentaram menor expressdo desta citocina em algumas concentragdes, sem relacdo

especifica com as doses.
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Este comportamento foi observado em todas as citocinas estudadas,
uma vez que a expressao génica de IFNy, IL-1p3, IL-12 e IL-2 estavam reduzidas em todas

as culturas estimuladas com CFA, sendo mais exacerbado na expressao de IL-2 ¢ IFNy.

Nao hé na literatura disponivel, elementos para se comparar diretamente os

protocolos aqui realizados.

Contudo, embora utilizando células de sangue periférico humano,
LORD et al 1998, verificaram que a concentragdo de 10,0 nM pode ser mais eficiente no
estimulo de produgdo de IFNy, em células T memoria, além de sugerirem acdo dose e

tempo-dependente da leptina na liberacao de citocinas (38).

Contudo, neste estudo, observou-se na cultura realizada com células de
camindongos NOD sem prévio estimulo de CFA, nivel elevado de IFNy na concentragao

de 10,0 nM leptina, no periodo de 72 horas sem relagdao dose-dependéncia.

Ainda, na andlise das demais das demais citocinas, ndo ha predominio de uma

dose mais eficaz ou periodo de cultura ideal para a expressdo das citocinas.

Desta forma, o achado mais evidente sugere que as culturas realizadas com
células de camundongos NOD e Balb-C previamente estimulados com CFA,
quando comparados as células de NOD e Balb-C sem estimulo prévio e NOD com estimulo
de CFA, apresentam, menor producdo gé€nica das citocinas estudadas nas células

previamente estimuladas.

Estes resultados sdao respaldados em estudos prévios que demonstram a
protecdo ao desenvolvimento do diabetes auto-imune insulino dependente, mediado por
células T, empregando CFA, no tratamento (dose tUnica) de camundongos NOD com
quatro semanas de vida, o qual atua desviando producao de citocinas do perfil THI (IFNy)
para TH2 (IL-4 e IL-10). A regulacdo da resposta dos timdcitos que induz a producgdo de

citocina pode ser uma conseqiiéncia do tratamento com CFA (56, 58).

Discussdo
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1- A acdo da leptina sobre a viabilidade/proliferacdo celular sugere necessidade de

pré-estimulo no caso do camundongo Balb-C.

2- Nao houve acdo dose especifica na manuten¢do da viabilidade celular nas culturas de

células esplénicas de camundongos NOD e NODA, BALB e BALBA.

3- A pré-estimulacdio de camundongos NOD com CFA n3ao mostrou acdo efetiva no

aumento da viabilidade/proliferacao celular.

4- A pré-estimulacdo de camundongos BAIb-C com CFA mostrou maior efetividade no

aumento da viabilidade/proliferacao celular.

5- No conjunto dos resultados cada citocina apresentou um padrdo especifico, depende da
dose de leptina, tempo de cultura, da linhagem animal e do estimulo de CFA. Nao sendo

possivel determinar as melhores condi¢des para a expressao génica das citocinas.

Conclusoes

59



7- CONSIDERACOES FINAIS
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O presente trabalho mostrou que a leptina modula a expressdao génica e a
viabilidade/proliferacio de células esplénicas, representantes da resposta periférica.
A andlise da expressdo destas citocinas ndo mostrou diferencas altamente significativas,
entre as linhagens ndo relacionadas Balb-C e NOD. Provavelmente, devido a utilizagcdo de
células provenientes de “fase precoce nao inflamatéria do NOD” (8 semanas). Tanto para
NOD quanto para Balb-C a pré-estimulacao com adjuvante completo de Freund, como fator
de ativacdo da resposta imune, diminuiram a expressdo da maioria das citocinas estudadas.
Assim, estes resultados abrem perspectivas a novos estudos sobre os efeitos da leptina na
modulacdo da expressdo génica e liberacdo de citocinas pro-inflamatérias no contexto do

estado imunoldgico do organismo geneticamente predisposto ao diabetes auto-imune.

Consideragoes Finais
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