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RESUMO

i}



O camundongo NOD ¢ utilizado como modelo experimental por desenvolver diabetes
mellitus tipo 1 (DM-1) espontaneo similar ao diabetes mellitus humano resultando na
destruicdo das ilhotas, orquestrada pelos linfocitos T que induzem a liberacdo de citocinas,
entre elas a IL-1, promovendo o processo inflamatério. A diacereina possui propriedades
antiinflamatorias, inibindo IL-1. Entretanto, os mecanismos envolvidos na modulagao
imunoldgica ainda estdo incompletamente compreendidos. No presente estudo, soro,
pancreas, ilhotas e células mononucleares esplénicas de animais tratados com diferentes
doses (5, 10 e 50mg/kg/dia) de diacereina e o grupo controle o qual recebeu solu¢do salina,
foram isolados para investigar a expressao de IL-1p3, [FN-y, IL-12 e TNF-a e a relagdo com
o inicio do diabetes, aspectos morfologicos e a dose-dependéncia da diacereina. Os
resultados mostraram o aumento do RNAm de células esplénicas e ilhotas e a diminui¢ao
da concentragdo no soro de IL-1 em 10mg/kg/dia de diacereina, comparado com os outros
grupos ¢ aumento da concentragdo de IFN-y no soro do grupo de 50mg/kg/dia. Esses
resultados sugerem que a diacereina interfere na instalacdo do diabetes e a freqiiéncia, pela
modulagdo de citocinas pro-inflamatorias como IL-1B, IFN-y, IL-12 ¢ TNF-a. Além disso,

os dados sugerem regulacao pos-transcricional de IL-1p pela diacereina.
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ABSTRACT
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The NOD mice is used as a experimental model of spontaneously develop typel diabetes
mellitus (DM1) similar to human disease resulting in the destruction of the islet,
orchestrated by T lymphocytes that induce a cytokines release, among then the IL-1,
promoting inflammatory process. Diacerhein has antiinflammatory properties, inhibiting
IL-1. However, the mechanisms involved in immune modulation are still incompletely
understood. In the present study, serum, pancreas islets and spleen mononuclear cells from
animals treated by different doses (5, 10 and 50mg/kg/day) and the group control which
received solution saline, were isolated to investigate the IL-1f3, IFN-y, IL-12 and TNF-a
expression and relationship with diabetes onset, morphological aspects and diacerein dose
dependence. The results demonstrate upregulation of mRNA spleen cells and islets and
downregulation of serum concentration of IL-1 in 10mg/kg/day diacerein treated group
compared with others groups and increase of IFN-y serum concentration for 50 mg/kg/day
group. These results suggest that the diacerhein interfere with the diabetes onset and
frequency by modulation of pro-inflammatory cytokines as IL-1p, TNF-a, IFN -y and
IL-12. Furthermore, the data suggest a post-transcriptional downregulation for IL-1 by

diacerhein.
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1.1- Diabetes Mellitus

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, o termo diabetes mellitus
descreve desordem metabolica de multipla etiologia caracterizada por hiperglicemia
cronica com distirbios no metabolismo de carboidratos, gordura e proteina, como resultado
da deficiéncia na producao e/ou agdo da insulina[l]. Também ¢ definida pelo nivel de
hiperglicemia seguida dos riscos de danos micro e macrovasculares, associada a baixa
expectativa de vida, devido a complicacdes que podem causar acidentes vasculares,
isquemia ou cardiopatias. Considerando as caracteristicas etiologicas do diabetes mellitus e
seus mecanismos desencadeantes, essa doenca ¢ classificada em diabetes tipo 1, diabetes
tipo 2, tipos especificos incluindo diabetes secundario ou associado a outras patologia e o

diabetes gestacional [2].

O diabetes tipo 1 ocorre somente por volta de 5-10% de todos os casos de
diabetes, entretanto, essa incidéncia vem crescendo em todo o mundo. As complicagdes
micro e macrovasculares associadas ao DM-1 afetam diretamente a morbidade e/ou
mortalidade dos pacientes [3]. O inicio do diabetes mellitus auto-imune ¢ na maior parte

das vezes agudo, acometendo mais freqlientemente criangas e adolescentes [4].

Vérios processos patogénicos estdo envolvidos no desenvolvimento do DM-1,
incluindo a destrui¢do das células [ pancreaticas acarretando a deficiéncia de insulina [5].
Este evento difere do observado no diabetes tipo 2, que se caracteriza pela resisténcia dos
orgaos-alvo aos efeitos da insulina, ou seja, maior comprometimento da secre¢ao insulinica.
Em resposta a um evento iniciador, como infecc¢do viral, observa-se resposta inflamatoria
contra células B das ilhotas pancreaticas. Esta inflamagdo se caracteriza por infiltracao
mononuclear progressiva das ilhotas pancredticas e algum defeito do sistema imune,
permitindo a propaga¢do da resposta auto-imune no individuo predisposto geneticamente,
levando a destrui¢do das células beta, com conseqiiente deficiéncia de insulina [5]. Outras
células pancreaticas do sistema enddcrino, como as produtoras de glucagon (células o) ou

somatostatina (células d) ndo sdo afetadas [6].

Introdugdo
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Diversas evidéncias apontam para a origem auto-imune do DM-1 [7]. Palmer
[6] e Bottazzo [7] descrevem a presenca de auto-anticorpos circulantes determinados
anticorpos anti-célula da ilhota ou ICA (“islet-cell antibodies). Os ICA sdo detectados
precocemente antes da manifestacdo clinica do diabetes e sdo considerados marcadores

imunologicos do DM-1 sem efeito patogénico direto [8].

Enfatizando-se a classificagdo do DM-1 como doencga auto-imune ¢ evidenciada
pela destruicao seletiva das células [ das ilhotas pancreaticas pela presenca de clones
auto-reativos de linfocitos T, pode-se presumir que o processo auto-imune seria decorrente
da perda da tolerancia de linfocitos a determinados constituintes desta célula [9, 10].
Entretanto, admite-se que outros mecanismos imunopatogénicos possam estar também
envolvidos, tornando seu entendimento complexo. Estudos do DM-1 auto-imune em
modelos animais experimentais, fortalecem a hipotese da ocorréncia de desequilibrio entre

sub-populagdes de células T efetoras [11, 12].

A perda da tolerancia imunoldgica no DM-1 tem sido amplamente estudada em
modelos experimentais murinos, cogitando-se a existéncia de anormalidades da tolerancia
central timica e periférica [13]. Assim, em decorréncia da falha no bloqueio, anergia e
supressdo periférica da reatividade anti-células 3, ocorrem respostas que sdo coordenadas
por linfécitos T CD4" e direcionadas a constituintes da células B, que sdo processados e

expostos por células apresentadoras de antigenos (APC), favorecendo, deste modo, a

manifestagdo do DM-1 [13].

A expressdo de peptideos imunogénicos na célula 3, introduzidos por toxinas e
infecgdes virais, podem aumentar a suscetibilidade a reagdes auto-imunes [11]. Além
disso, a predisposicao genética do individuo para a destrui¢do auto-imune, juntamente com
fatores ambientais, parece favorecer o desencadeamento dos mecanismos de

auto-imunidade [6].

O papel do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) na
predisposi¢cdo genética ao DM-1, estad estabelecido com a associagdao de genes I-A e I-E

com a manifestagdo dessa doenga. Esses genes influem no desenvolvimento do DM-1

Introdugdo
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através da selegdo positiva de clones auto-reativos no timo e, ainda pela auséncia de anergia

periférica de clones auto-reativos [14, 15].

Diversos autores propdem que fatores variados de agressdo, como citocinas
liberadas pelos linfocitos T, atuem na destruicdo da célula B pancreatica [16-18]. Tais
moléculas mediariam o processo inflamatorio local, alterando a fun¢do das células B e

contribuindo para a destrui¢do das ilhotas pancreaticas.

Acredita-se, também, na existéncia de efeitos citotoxicos dessas moléculas
sobre as ilhotas pancreaticas induzindo a apoptose das células 3 [19-22]. Modelos animais
geneticamente predispostos ao diabetes tipo 1, como os camundongos da linhagem NOD
(diabético nao obeso), foram alvo de investigacdo da doenga, sustentando a hipotese da

participagdo dos linfocitos T na imunopatogenicidade dessa doenca.

1.2- Camundongos NOD

Além de outros modelos experimentais como o rato Bio Breeding (BB), o
camundongo NOD ¢ um importante modelo usado progressivamente para diabetes tipo 1.
Desde seu desenvolvimento ha mais de 20 anos, essa raga tem proporcionado um grande
avango no processo complexo natural envolvendo doengas auto-imunes. Originalmente, o
NOD foi desenvolvido no Japao a partir de selecdo de raca com catarata (ICR). Durante o
acompanhamento desta linhagem, uma sublinhagem diabética espontanea foi observada e,

por meio de cruzamentos repetitivos entre irmaos, estabeleceu-se a linhagem NOD [6, 23].

No Brasil a colonia foi introduzida e implantada na Universidade Estadual de
Campinas [24], a partir de coldnias matrizes provenientes do Laboratério INSERM U-25

Neker, Paris, Franca.

A incidéncia do diabetes espontaneo da linhagem NOD nas varias colonias
distribuidas pelo mundo, varia entre 50 ¢ 90% em fémeas e entre 0 ¢ 20% em machos
[6, 11]. Atualmente, no Laboratorio de Imunologia e Alergia Experimental - LIAE da

UNICAMP, esta linhagem apresenta incidéncia entre 70 e 90% nas fémeas e ao redor de
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20% nos machos. A manutencdo deste fenotipo depende das condi¢cdes de armazenamento
da linhagem que deve ser mantida em ambiente livre de patogenos especificos (SPF).
Contudo, se ndo obedecidas tais condig¢oes, a incidéncia do diabetes diminui [11, 25, 26]. O
diabetes inicia tipicamente entre 12° e 14" semana de vida nas fémeas, com periodo de
incidéncia maxima ao redor da 17* semana de vida e mais tardiamente nos machos. Estudos
histologicos demonstraram que poucas células imunes infiltradas sdo observadas nas ilhotas
entre a 3" ¢ 4" semanas de idade, quando machos ¢ fémeas comegam a demonstrar
infiltrados mononucleares periféricos nas ilhotas (periinsulite), sendo esta fase considerada
como pré-diabética. Durante o periodo pré-clinico, pode-se verificar a presenca de
anticorpos anti-ilhota pancreatica e anti-insulina endégena no soro destes animais, além de
alteracdes metabolicas como a deterioracdo da fase rdpida de secrecdo insulinica [27].
Adicionalmente ao diabetes espontaneo o NOD apresenta outras manifestagdes

auto-imunes como sialite [28], tireoidite [29] e neuropatias [30].

A expressao do DM-1 espontaneo neste modelo animal ¢ caracterizada por dois
periodos: o primeiro por infiltragdo progressiva das ilhotas de Langerhans por células
mononucleares (inicialmente células CD4",e posteriormente CDS",ou insulite, que se inicia
ao redor da quarta semana de vida; a segunda pela destrui¢do das células B produtoras de
insulina [6]. A maioria das células mononucleares infiltradas sdo células T CD4 e mais
tardiamente células T CD8, NK, células B, células dendriticas e macrofagos, que podem ser
identificados na lesdo [6, 23]. E possivel que as células B possam influenciar na produgao
de anticorpos ou nas células apresentadoras de antigenos envolvidas na sele¢do ou ativacao
de linfocitos T autoreativos [31]. Linfoécitos B ativados estdo aptos para serem células
apresentadoras de antigenos com capacidade de capturar e apresentar antigenos para os
linfocitos T [32]. Linfocitos T CD4" estio envolvidos na patogenia da doenca e pode
mediar diretamente a destruicdo das ilhotas [31]. Entretanto, ha evidéncias da destrui¢ao de

células pancredaticas por células CD8+ antes da forte resposta das células T CD4+ [33].

YOUNG e colaboradores [34], administrando anticorpos anti-CD3 em
camundongos NOD verificaram o efeito direto desses anticorpos nos linfocitos T,
mostrando rédpido aumento de células beta saudaveis e a mudanga fenotipica das células

apresentadoras de antigenos. Em outro estudo, com a administracdo de vacina da toxina do
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colera e insulina nos camundongos NOD, foi observado a reducdo da inflamacdo nas
ilhotas pancredticas e o desenvolvimento dos sintomas de diabetes[35]. Reddy e
colaboradores[36] , administraram estreptozotocina nos camundongos NOD e verificaram a
reducdo do niumero de células beta, a infiltracdo dos macréfagos anterior ao tempo esperado

e 0 aumento de insulite.

1.3- Imunorregulacao e Citocinas

A resposta imune ¢ coordenada por linfocitos T auxiliares (Th-T Helper), cujas
fungdes diferem de acordo com o estimulo antigénico e condigdes do compartimento onde
ocorre a resposta. Desta forma, os linfocitos Th sdo ainda subdivididos em Thl,
caracterizados pela expressao local de citocinas especificas como IL-1P3, IFN-y e TNF-a e
Th2 (IL-4, IL-5 e IL-10). A resposta Thl, genericamente, manifesta-se nas doencas
auto-imunes mediando a inflamacdo através da resposta imune celular, representada por
linfocitos T citotoxicos, “natural killer” e macréfagos. Por outro lado, o fenotipo Th-2
direciona a resposta imune humoral liberando localmente citocinas IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10
[20]. No contexto dos possiveis mecanismos envolvidos nas desordens auto-imunes, o
desequilibrio entre as populagdes de linfocitos Thl e Th2 com predominancia do fendtipo
Th1 parece ter substrato na fisiopatologia da quebra de tolerancia [37] e reagdes auto-imune

que ocorrem na linhagem de camundongos NOD.

O padrao de resposta observado tanto em pacientes quanto nos camundongos
NOD com DM-1 ¢ marcado pelo predominio de citocinas caracteristicas da resposta Thl
[20, 22, 38]. Acredita-se que ocorra, ainda, o envolvimento direto de linfocitos com
propriedades efetoras sobre as células B pancreaticas (células alvos) resultando na liberagao
de mediadores soluveis responsaveis pelo processo inflamatério local, contribuindo para a
destruicao das ilhotas [39-42]. No campo experimental, diversos autores t€ém estudado os
efeitos in vitro de citocinas como IL-1B3, TNF-a, TNF-3 e I[FN-y utilizando ilhotas isoladas
de modelos animais [20, 37, 43] que em ilhotas pancreéticas recém isoladas, mostraram que
essas citocinas sdo capazes de, isoladamente, inibir a liberagdo de insulina pelas ilhotas

pancredticas e, combinadas, de induzir a fragmentacdo do DNA e destruicao das células 3
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pancreaticas [19, 20, 37, 43]. Contudo, ¢ possivel que estudos in vitro nao representem a
magnitude da fisiopatologia da lesdo pancreatica que ocorre in vivo. A simples presenca da
citocina na lesdo da insulite ndo identifica seu papel na patogénese do DM-1, uma vez que

esta pode ter funcdo pro-inflamatoéria ou antiinflamatoria [37].

No camundongo NOD, a expressao de IFN-y nas ilhotas foi relacionada com a
insulite destrutiva [22, 43-45]. Essa citocina, assim como TNF-B, tem sua expressao
aumentada de forma consistente com o envelhecimento dos camundongos NOD sugerindo
que a destruicdo da ilhota e a manifestacio do DM-1 associam-se com o aumento da
secrecdo dessas citocinas pelas células do infiltrado inflamatério [46]. Reforcando a
importancia de estudos experimentais in vivo, pode-se observar em experimentos de
expressdo transgénica de IFN-y, em células 3 de camundongos normais, o papel citotdoxico
do IFN-y associado a ocorréncia da insulite mediada por células imunes, destrui¢do das

ilhotas pancredaticas e manifestacdo do DM-1[47].

Diversos mecanismos tém sido propostos para explicar os efeitos citotoxicos
das citocinas nas ilhotas pancreaticas, induzindo a liberacao de 6xido nitrico, precedendo a
lesao do DNA e ocasionando a destrui¢ao de células beta [20, 37, 42, 43, 48]. Sendo assim,
pode-se sugerir que a destruicao das células 3 ocorre por apoptose, onde a fragmentacdo de
DNA tipica tem sido observada em ilhotas pancreaticas tratadas com a combinacdo de

IL-1B, TNF-a e IFN-y [21, 43, 49, 50].

De acordo com os dados experimentais expostos por INGELSSON [51] e
THOMAS [52], outros mediadores sdo capazes de efetuar a destrui¢do das células 3 (como
por exemplo, perforina e granzimas que sio contetudos granulares de linfocitos T CDS",
moléculas de superficie e outros membros da familia TNF), e fica demonstrado, entdo, que
a destruicdo das ilhotas pancreaticas depende da somatoria de efeitos de varias citocinas.
Na tentativa de explicar os mecanismos moleculares envolvidos na destruicao das células 3
induzida pelas citocinas, aponta-se a produ¢do de 6xido nitrico e radical livres pelas células
expostas as citocinas, os quais podem estimular a resposta imune adaptativa

pré-inflamatoria Thl [53, 54].
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Recentemente, NARANG e colaboradores [55] demonstraram o processo pelo
qual ocorre a destrui¢ao das células das ilhotas. Inicialmente a citocina IL-1 ativa seu
receptor antagonista (IL-1ra), o qual inicia a cascata de eventos bioquimicos intracelulares.
Esses efeitos sao potencializados pelo TNF-a e IFN-y e esse caminho ¢ conduzido pela
ativacdo do NFkB, que induz a expressdao do iNOS, liberando NO, causando assim a

disfuncao e morte das ilhotas.

1.4- Diacereina

Diacereina (1,8-diacetoxy-9,10-dioxo-dihydroanthracene-3-carboxylic acid) ¢
uma antraquinona com propriedades anti-inflamatdrias evidenciada previamente em
modelos experimentais [56, 57] e em seguida utilizada como droga antireumatica [58]

atuando também como analgésico e antipirético [59].

Estudos clinicos sugerem que a diacereina ¢ droga efetiva no tratamento das
artropatias inflamatorias [60, 61]. No organismo animal, a diacereina ¢ completamente
metabolizada resultando na producdo de reina [62], exercendo efeitos em nivel celular
podendo inibir a produg¢do de anion superdxidos, quimiotaxia, atividade fagocitica,
migracdo de macréfagos e fagocitose [59]. Tanto a diacereina como a reina, t€ém como
propriedades a inibicdo da sintese e da atividade de citocinas pro-inflamatorias,
principalmente de IL-1 B [63], além da reducdo da producdo de anions superdxidos de

neutréfilos por meio da diminuigao dos niveis de RNAm de iNOS [64].

No diabetes mellitus tipo 1, o processo inflamatorio, como descrito
anteriormente, ¢ influenciado pelas citocinas IL-18, TNF-a e IFN-y, que contribuem para o
estagio inicial da destruigdo autoimune das células 3 pancreaticas. Sabe-se que a reina
inibe a sintese de citocinas pro-inflamatérias como TNF-o e a familia da IL-1,como dito
anteriormente, especialmente IL-1 e IL-1ra (receptor antagonista de IL-1p) [65]. A IL-1
¢ liberada nas ilhotas por macrofagos e a sua acdo inclui a produgdo de NO ativando a

apoptose [66].
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MENDES e colaboradores [67], mostraram que a diacereina suprime IL-1f
induzido pela degradacdo da IkB-a, inibindo a ativagdo de iNOS pela agdo a nivel
transcricional e na mesma concentracdo que evita a ativacdo de NFx B. Desta forma,
sugere-se que a diacereina inibe a IL-1P induzida pela expressdo iNOS prevenindo a

ativacdo de NF-kB e assim, inibindo a produgdo de NO.

Poucos estudos acerca da diacereina estabeleceram sua posologia adequada.
DOUNI e colaboradores [68], estudando o processo inflamatorio de poliartrite, verificou o
comportamento da diacereina em camundongos TNF transgénicos, nas doses de 2, 20 ¢ 60

mg/kg/dia de diacereina, verificando que a dose mais efetiva foi a de 2mg/kg/dia.

Neste contexto, a diacereina tem despertado o interesse como agente modulador
da resposta imune, estimulando-se, assim, estudos voltados para a sua utilizagdo potencial
na modulacdo da resposta inflamatéria em algumas doengas autoimunes. Além disso, a
diacereina ¢ droga imunomoduladora pouco explorada em doengas que nao articulares

propiciando importante campo de investigacao.
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2.1- Objetivos Gerais

Verificar os efeitos da administracdo de diacereina a camundongos NOD

(diabéticos nao obesos) sobre a expressao de diabetes e modulagdo de citocinas.

2.2- Objetivos Especificos

1. Analisar qualitativamente a presenca de diacereina no soro e pancreas dos
animais tratados por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia

(HPLC).
2. Estudar os efeitos da diacereina sobre a incidéncia do diabetes em animais.

3. Classificar as alteragdes morfoldgicas segundo definicdo de escores
pré-estabelecidos, através de microscopia Optica e imunohistoquimica nos
animais tratados com diacereina e compara-las com o grupo tratado com

solucdo salina.

4. Analisar a expressao génica de citocinas IL-1B, IFN-y, IL-12 ¢ TNF-a nas
ilhotas e células esplénicas (resposta periférica) dos camundongos tratados

com diacereina, utilizando RT-PCR e ELISA.

Objetivos
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3.1- Grupos Experimentais

Para a realizagdo deste estudo, foram utilizados 110 camundongos NOD
fémeas, retiradas do CEMIB com 4 semanas de idade, das quais 30 eram tratadas com
Smg/kg/dia, 30 com 10mg/kg/dia, 30 com 50mg/kg/dia de diacereina e 20 animais eram
tratados com solucao salina. A partir de seu recebimento, os animais eram mantidos no
biotério do Laboratdrio de Imunologia e Alergia Experimental DCM/FCM/UNICAMP sob
condi¢gdes sanitdrias livres de patdgenos conhecidos (SPF), com controle de luz,
temperatura e umidade, recebendo racdo e agua ad libitum. Os animais eram sacrificados ao
completarem 28 semanas de vida, de acordo com o protocolo estabelecido para cada grupo
experimental, ou quando apresentassem duas dosagens de glicemias consecutivas acima de
250 mg/dL [69, 70]. As condi¢des de manuten¢cdo dos animais e sacrificio estavam de

acordo e com a aprovacdo do comité de ética em pesquisas animais da Unicamp.
Os grupos eram subdivididos conforme a seguir:
D5: Grupo tratado com 5Smg/kg/dia.
D10: Grupo tratado com 10mg/kg/dia.
D50: Grupo tratado com 50mg/kg/dia.

Salina: Grupo tratado com solug¢ao salina.

3.2- Procedimentos
3.2.1- Diagnéstico do Diabetes, sacrificio dos animais e extragao de 6rgaos

A glicemia era verificada semanalmente ap6s a 10° semana de vida, retirando-
se amostra de sangue da veia caudal do animal e submetida a glicofita (Prestige’™ LX ,HDI
Home Diagnostics Inco, EUA). Os animais eram considerados diabéticos apds constatagao
de duas glicemias superiores a 250 mg/dL, estabelecido no Laboratério de Imunologia e

Alergia Experimental e em concordancia com ITOH e colaboradores [69]. Os animais
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diabéticos eram submetidos a anestesia intraperitoneal de tiopental sodico
(Thiopentax, Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Brasil) e sacrificados. O
sangue periférico era coletado por meio de pungdo cardiaca, seguida da remocdo do
pancreas e bago. O pancreas era depositado em capsulas contendo meio de inclusdo O.C. T
(Tissue Tek Miles — EUA) e rapidamente congeladas em nitrogénio liquido e a seguir

conservados em “bio-freezer” a - 80°C até processamento histologico.

3.2.2- Extracdo de Células Esplénicas

Os bagos eram macerados utilizando pequenas peneiras estéreis e lavados por 3
vezes em solucao de Hank (Sigma) e centrifugados por 10 minutos a 1500 rpm. Apods a
primeira centrifugagdo, eram tratados com tampao de lise para eliminar os eritrocitos.
Posteriormente, as células foram lavadas duas vezes em solucdo Hank. As células
mononucleares assim isoladas eram armazenadas a —80° C até processamento de RNA total

para analise de expressao génica da citocinas em estudo.

3.2.3- Isolamento de ilhotas

As ilhotas eram isoladas seguindo-se a técnica originalmente descrita por
MOSKALEWSKI[71], aplicada a pancreas murino por LACY ¢ KOSTIANOVSKY [72],
com algumas modificagdes introduzidas por BOSCHERO e colaboradores [73] e
adaptagdes, quanto ao tempo de reagdo e concentracdo de colagenase, realizadas no nosso
laboratério por VENTURA-OLIVEIRA ¢ colaboradores [22], visando melhorar o

rendimento, conforme descri¢ao a seguir.

Animais dos grupos tratados com diacereina e salina ao completarem 28
semanas de vida, eram anestesiados utilizando-se Thiopental sodico 3% (15 a 30mg/kg de
peso corpdreo). As cavidades abdominal e toracica eram abertas e o pancreas localizado.
Apos distensao e seu isolamento dos outros 6rgaos, o pancreas eram infundido com solugao
de Hank contendo 2mg/ml de colagenase (Sigma) através de seringa até o seu

intumescimento. A seguir, o 6rgdo era removido e transferido para uma placa de Petri onde
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sofria fragmentagdo suave com o auxilio de tesoura cirargica. A suspensao era transferida
para tubo de ensaio vedado com rolha e encubado em banho térmico a 37°C durante 24
minutos. Decorrido esse periodo e sob o banho térmico, o tubo era agitado manualmente
por aproximadamente 1 minuto, para finalizar a digestdo do 6rgdo. Em seguida, o contetido
era transferido para um Becker de 100ml e adicionado Hank gelado até completar volume
de 80ml. Apoés intervalo de 2 minutos, aspirava-se o sobrenadante com uma seringa de
vidro de 20ml. Repetia-se este procedimento trés vezes com a finalidade de separagdao do

tecido adiposo, colagenase e enzimas pancreaticas.

O isolamento das ilhotas era realizado manualmente através de lupa,
colocando-se por volta de 10 ml da suspensao de ilhotas em Hank contendo 2,8mM de
glicose e 3mg/ml de albumina em uma placa de Petri com fundo escuro. As ilhotas eram
coletadas por aspiragdo, com auxilio de pipeta Pasteur, estirada e tratada com albumina
(solugdo de Hank contendo 10mg/ml albumina). A seguir, eram transferidas para outra
placa de Petri com fundo escuro com Hank contendo 2,8 mM de glicose ¢ 3mg/ml de
albumina. A partir desta solucdo limpida realizava-se uma nova coleta. As ilhotas coletadas
eram transferidas para tubo plastico de 1,5 mL livre de Rnase, adicionando-se a seguir
cerca de 400ul de solucao preservadora de guanidina-sarcosil . Esta prepara¢ao era mantida

em bio-freezer a -80°C até a sua utilizagdo nos procedimentos programados.

3.2.4- Detecgao sérica de Diacereina por HPLC

A fase movel era preparada com acetonitrila acrescida de tampao (55:45, v/v).
O tampao com pH 2.2 era preparado combinando 19,6 ml de acido citrico 0,1 M com 0,40
ml de fosfato dissodio 0,2 M. A vazdo controlada era de 0,8 ml/min, para 20ul da amostra e
detecgdo no comprimento de onda de 258 nm. A coluna utilizada era C-18 (Applied
Biosystems- RP-18/ 5 micron) e cromatdgrafo, AKTA Purifier 10- Amersham
Biosciences — GE Helathcare (Uppsale — Sweden) .

Uma solucdo padrdo de diacereina e seu metabolito (reina) era preparada na
concentragdo de 100pg/ml em N,N — dimetilacetamida. Apoés a evaporagdo do solvente, o

residuo era dissolvido na fase movel (1 ml) e aliquotado para aplicagdo na coluna de
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cromatografia. O soro era preparado adicionando acetonitrila (v : v), seguida de agitacao
vigorosa por 1 minuto e centrifugacao por 5 minutos a 12000 rpm (1600 x g) e 20 ul de

sobrenadante desta preparacao era submetida a HPLC.

O pancreas era lavado em solugdo salina, triturado e centrifugado a 12000 rpm
por 5 min. O sobrenadante era retirado, acrescido de acetonitrila e centrifugado nas mesmas
condi¢des descritas. O sobrenadante era retirado, aliquotado e 20 ul da preparagdo era

injetada no sistema de HPLC [74].

Para a andlise dos dados, os tempos de retencdo da droga na coluna, do soro e
pancreas, eram comparados com o tempo de retencdo da droga isolada. A coincidéncia
entre os tempos de retengdo, referéncia e amostras, indica a presenca da medicacdo no

tecido e soro.

3.2.5- Analise Morfologica

Os pancreas congelados em meio de inclusdo eram transferidos e posicionados
no suporte do criostato (Leica, CM 1850, Alemanha) de maneira a se obter maior area
possivel de corte. Os cortes eram coletados em série de seis cortes consecutivos de Spm de
espessura e depositados em laminas histoloégicas previamente silanizadas
(y-Methacryl-Oxipropil-Methoxysilane - Sigma St Louis, EUA). Apds a obtencdo da
primeira série de cortes, o pancreas era desbastado 300um e, a seguir, outra série de seis

cortes era igualmente processada. Repetia-se este procedimento quatro vezes.

As laminas n% 1, 7, 13 e 19, eram coradas pela técnica da hematoxilina e
eosina, observadas em microscopio Optico (Axioscope, Zeiss, Darmstad-Alemanha),
permitindo detectar a presenca de infiltrado inflamatério em toda extensdo do o6rgdo. As
ilhotas de langerhans nas quais se evidenciava a presenca de infiltrado inflamatério eram
classificadas segundo o grau de insulite apresentado e o nimero total de ilhotas, contados.
As laminas subsequentes eram utilizadas para a caracterizacdo linfocitaria para CD4",

CD8",CDI11".
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A classificagcdo utilizada nas ilhotas pancreaticas, segundo o grau de insulite
apresentado, era realizada segundo os critérios propostos por SIGNORE e PAPACCIO e

colaboradores[75, 76], adaptados em nosso laboratério [22].
0 = ilhota normal, na auséncia de infiltrado.
1 = peri-insulite, presenca < 25% de infiltrado ao redor e no interior da ilhota.
2 = insulite moderada, 25 - 80% da ilhota invadida pelo infiltrado.

3 = insulite invasiva, > 80% da ilhota invadida pelo infiltrado. Ocupagao

extensiva da ilhota.

4 = insulite destrutiva, invasdo total da ilhota pelo infiltrado com

desestruturacao da ilhota.

As ilhotas eram contadas e classificadas por grau em trés planos de cortes
diferentes por o6rgdo. Os resultados eram representados pela média referente a relacdo
nimero de ilhotas de cada grau/total de ilhotas contadas por animal, para cada grupo

experimental, e calculava-se o Indice, segundo a férmula[79]:

I[= (0xNg)+ (1 xN;)+(2xNy)+ (3 xN3)+(4x Ny
4 x (No + Nj + N+ N3+ Ny)

Indice = 1 desestruturacio total da ilhota

0, 1, 2, 3 e 4 representam os diferentes graus de insulite (como descrito
anteriormente) ¢ Ny, N1,N,, N3 e Ny o numero total de ilhotas com seus respectivos graus

de infiltragao.

3.2.6- Fenotipificagdo do infiltrado inflamatoério

Para a especificacio do infiltrado inflamatorio nas ilhotas pancreaticas,
procedia-se a fenotipificagdo do infiltrado quanto a presenca de linfocitos T por meio de

marcadores de membrana CD4" (laminas 3, 9, 15, 21), CD8" (4, 10, 16 ¢ 22) e macrofagos
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CD11" (laminas S5, 11, 17 e 23), provenientes de cortes histoldgicos congelados.
Empregava-se a técnica de imunofluorescéncia indireta. As laminas apos prévia fixagdo em
acetona gelada durante 15 minutos eram lavadas trés vezes, durante 5 minutos, em PBS
(solugdo de salina fosfatada tamponada) e em seguida os cortes eram incubados em 2,5%
BSA V (albumina bovina fracdo V; GibcoBRL, EUA); 2% leite desnatado em p6 e 8%
Soro Fetal Bovino (HyClone — Utah, EUA) durante 45 minutos, para bloqueio de sitios
inespecificos. Aproximadamente 50ul de anticorpo primario anti-CD4 (L3T4 produzido em
rato), anti-CD8 (produzido em rato) e anti-CD11(produzido em rato), na concentracao de
1:25 (BD PHARMINGEN, California, EUA), eram adicionados e incubados durante a noite
a temperatura ambiente, em camara umida. Em seguida, as 1aminas eram lavadas trés vezes,
durante 5 minutos, em PBS. Apos, adicionava-se 50ul do anticorpo secundario fluoresceina
(10 pg/mL) conjugado FITC anti-IgG de rato para CD4, CD8 e CD11 (Vector Laboratories
Inc., Califérnia, EUA) e incubado por duas horas nas mesmas condi¢des descritas
anteriormente. As laminas eram lavadas em PBS e montadas em glicerol. As imagens eram

capturadas em microscopio Leica DM 4500B e programa Leica FW 4000.

3.2.7- Extracdo de RNA Total

As amostras de RNA total eram extraidas de células esplénicas por meio do
método de Guanidina Tiocianato - Fenol- Cloroférmio [78], adaptado por BOECHAT [81]
e VENTURA-OLIVEIRA [22].

Para a separacdo de proteinas e acidos nucléicos, adicionou-se um volume igual
de tampio Fenol: Cloroférmio:Alcool Isoamilico (25:24:1), agitando-se vigorosamente
para formagao de emulsdo. Posteriormente, a preparacao era submetida a centrifugagao por
5 minutos a temperatura ambiente a 10.000g, recuperando-se a fase superior. Este processo
era repetido por duas vezes, ou até a obteng¢do de material totalmente limpido. A retirada do
excesso de Fenol era realizada pela extragdo com Cloroformio-Alcool Isoamilico (24:1). O
RNA na fase aquosa era precipitado pela adicdo de 3 volumes de etanol absoluto e acetato
de sodio pH 5.2, na concentragdo final de 0,3M. Esta preparagdo era mantida a - 80°C pelo

periodo minimo de 24 horas. Posteriormente, a preparacao era centrifugada a 14.000g por
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20 minutos a 4°C. Ap6s a retirada do etanol, o precipitado era diluido em 40ul de 4gua ultra

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

A qualidade do RNA total extraido era analisada pela relagdo
espectrofotométrica de OD260/0OD280 das preparagdes de RNA. Considerando-se

adequadas as amostras com relacdo entre 1.6 e 1.8. Para a quantificagdo do RNA total

aplicava-se a formula: 0OD260/0,025 dilui¢ao de leitura/1000= RNA pg/pl.

3.2.8- Transcri¢ao Reversa do RNA Total Extraido (cDNA)

Para a sintese do cDNA eram padronizados 5pug de RNA total de amostras de
células esplénicas e ilhotas pancreaticas para a realizagdo do RT-PCR final. Adicionava-se
a amostra 0,5ul de Oligo d (pt) e dgua ultra pura 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 resfriava-se para 4°C por 5 minutos. Para a
ligagdo complementar dos nucleotideos ao RNA, adicionava-se 21ul de solugdo mae
(10ul de tampao SuperScript III, Sul de ANTP mix 0,5mM, 5Sul de DTT 0,1M, 1ul de
RNAse out, Invitrogen, EUA) incubando-se por 2 minutos a 42°C. Apds adi¢do de 1ul de
enzima Super Transcriptase reversa (500U, Invitrogen), a reagdo processava-se na
termocicladora programada para 42°C por 50 minutos, 70°C por 15 minutos e resfriamento
da amostra até 4°C [79]. Apés a ultima etapa as amostras eram armazenadas a -20°C como

DNA complementar (cDNA).

3.2.9- Amplificagdo do cDNA pela Transcriptase Reversa da Rea¢do de Polimerase em

Cadeia (RT-PCR)

O procedimento padrdo de PCR era realizado adicionando-se ao tubo de reagao
2ul de amostra de cDNA, 100ng de primer 5’sense, 100ng de primer 3 anti-sense, 45ul de
solucdo de reacdo (5pl de tampao Taq polimerase (Invitrogen); Spl de ANTP mix 5nM,
1,5ul de MgCI2 50mM e 33,5ul de agua ultrapura), 2ul de cDNA e 1ul de 6leo mineral.
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Em seguida os tubos eram transferidos para termocicladora nas seguintes condigdes
programadas: Desnaturagdo a 94° C por 2 minutios, 80°C por 5 minutos para amplificagao
de 1pl da enzima taq polimerase - Thermus aquaticus DNA polimerase gene. Pareamento
58°C por 45 segundos, extensdo dos primers a 72°C por 90 segundos, desnaturagdo 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 eram armazenados a -20°C.

3.2.10- Analise da RT-PCR por Eletroforese em Gel de Agarose

A amplificacdo do cDNA com os respectivos primers para IL-13, TNF-a,
IFN-y e IL-12 (Tabelal) era analisada por meio de eletroforese em gel de agarose 1,5% e
revelados com brometo de etidio, através de excitagdo em UV e o registro feito através do
sistema de documentacao fotografica NucleoVision, Nucleo Tech, CA, EUA. A intensidade
das bandas era analisada com software GelExpert, NucleoTech, CA, EUA. Para a
semiquantificagdo do mRNA as areas de pixel eram determinadas pela intensidade de cada
banda e comparadas com as da ciclofilina e os valores transformados em Unidades

Arbitrarias (pixel index) por meio da férmula:

Unidades Arbitrarias = (pixel das citocinas ou apoptose/ pixel da ciclofilina do

respectivo grupo) x 100.

Materiais e Métodos

35



Tabela 1- Primers empregados nos procedimentos de RT-PCR semi-quantitativo para
expressao génica das citocinas IL-1B, TNF-a, IFN-y, IL-12 e Ciclofilina

(gene estrutural).

Primer Sense Anti-Sense Produto
TNFa 5’CTTAGACTTTGCGGAGTCCG3’ 5’CCCTGTCACATGGACCTGACA3’ 254pb
IFNy 5’AAGTGGCATAGATGTGGAAG3’ 5’CTGGACCTGTGGGTTGTTGA3’ 265pb
IL-1B 5’AGGCTCCGAGATGAACAA3’ 5'AAGGCATTAGAAACAGTCC 3’ 450pb
IL-12 5’AGCTTTTGTGACAACCAATAAGAAC3’ 5’CAAACTCACAGAGATCTGCCTG3” 297pb
Ciclofilina ~ 5’"GACAGCAGAAAAATTTCGTGC3’ 5’GGTTCTGACTCACCGACCT3’ 276pb

3.2.11- Analise da expressao sérica de citocina por método imunoenzimatico (ELISA)

Placas de polietileno de fundo chato eram adsorvidas com anticorpo de captura
especifico para as citocinas, TNF-o (BD Biosciences SD EUA) diluido 1:250 em tampao
carbonato-bicarbonato pH 9.5 e para IFN-y e IL-12 (R&D Systems Inc EUA) na
concentragdo de 4ug/mL, diluido em PBS pH 7.4 ¢ incubadas overnight a 4°C. A seguir, as
placas eram lavadas 3 vezes com 0,05% de Tween 20 (Merck Alemanha) em PBS. Para
bloqueio dos sitios inespecificos era utilizada solugdo de soro bovino fetal 1% em PBS, por
2 horas, em temperatura ambiente. As placas eram lavadas novamente por 3 vezes e, a
seguir, amostras de 100 pl de soros ndo diluidos eram adicionadas aos pocos e incubados
por duas horas em temperatura ambiente. Apds lavagem, foram adicionadas 100 pL de
anticorpo secundario conjugado com peroxidase diluido 1:10000 em PBS e soro fetal
bovino 1% , para IFN-y e, para TNF-0 eram adicionados 100 pL de anticorpo secundario
biotinilado juntamente com avidina conjugada com peroxidase, diluido 1:250 em PBS e
soro fetal bovino 1%. As placas eram, entdo, mantidas por duas horas em temperatura
ambiente. Apds lavagem, a reacdo de cor era produzida pela adicdo de tetrametilbenzidina
(TMB BD OptEIA™), sendo bloqueada ap6s 30 minutos, com H,SO4 0,1M. Valores de
absorbancia em 450nm foram calculados pela subtracdo da densidade optica obtida dos
pocos sem o antigeno (branco) contra uma curva realizada juntamente com o experimento.

A leitura e os célculos eram realizados através do sistema Spectra Max 190.
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3.2.12- Analise estatistica

Os resultados eram expressos como média e desvio padrdo. Os dados eram
submetidos a analise de varidncia (ANOVA) entre grupos e seus respectivos controles pelo
teste de Mann-Whitney (ndo paramétrico) era aplicado para comparacdo entre 0s grupos
tratados e. Eram considerados estatisticamente significativos p<0,05. Para analise do efeito
da diacereina sobre a expressdo do diabetes, a razdo de chance da condi¢do nos expostos e

ndo expostos era calculada, assim como o intervalo de confianga (95%).
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4- RESULTADOS
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4.1- Efeitos da administracio de diacereina nas diferentes concentracoes quanto a

manifestacao do diabetes e destruicao das ilhotas pancreaticas

Todos os grupos tratados com diacereina apresentaram menor indice de
diabetes D5 (53,33%), D10 (40%), D50 (53,33%) comparados ao grupo de camundongos
que receberam solugdo salina sendo este o grupo controle (75%). Contudo, no grupo D10,
a andlise cumulativa da expressdo do Diabetes Mellitus foi menor em relagdo aos grupos

tratados com diacereina e os animais que receberam salina (Figura 1).

Notou-se também, que o maior nimero de animais diabéticos no grupo salina
ocorreu por volta da 17* semana de vida e nos grupos tratados com diacereina houve maior
nimero de animais diabéticos por volta da 20* semana de vida, retardando o aparecimento

da doenca.

Foi calculada a razdo de chance da condi¢cao nos expostos € ndo expostos para
analisar o efeito da diacereina sobre a expressdo do diabetes, levando em consideracio o
intervalo de confianca. O risco relativo dos grupos D5 e D50, foi de 0,71, com intervalo de
confianca de 0,45 a 1,11 e do grupo D10, 0,53, com o intervalo entre 0,31 e 0,89. Esses

valores indicam o favorecimento do tratamento com diacereina em relagdo a doenca.
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Figura 1- Grifico representando a freqiiéncia cumulativa do diabetes em camundongos
NOD fémeas tratados com diacereina em diferentes concentracdes D5 (53,33%;
N=16), D10 (40%; N=12), D50 (53,33%; N=16) e o grupo de camundongos que

receberam solucdo salina sendo o grupo controle (75%; N=15).
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Para verificacdo do processo inflamatério, laminas de pancreas provenientes
dos animais de todos os grupos experimentais foram classificadas segundo o grau de
insulite, em escores ja descritos em materiais € métodos. Assim, o indice de insulite nos
animais diabéticos mostrou que nos grupos D5 e D50 h4 nimero mais elevado de ilhotas
em grau 0, ou seja, ilhotas integras, quando comparado com os demais grupos
(4,52% grupo Salina; 26,70% grupo D10 e 34,15% grupo D50). Porém, em relagdo aos
animais nao diabéticos, o numero de ilhotas integras foi menor nestes mesmos grupos,
principalmente o grupo DS5. Ja no grupo D10 ambos, diabéticos e ndo diabéticos, obteve o

comportamento semelhante ao grupo Salina.

Em relac@o ao grau I na classificacdo de lesdo morfolégica, houve aumento do
numero de ilhotas no grupo D5 diabético (19,35% grupo salina; 27,46% grupo D5; 14,33%
grupo D10 e 17,96% grupo D50) e em todos os grupos considerando os animais nao
diabéticos (11,59% grupo Salina; 20,10% grupo D5; 27,17% grupo D10 e 30,93% grupo
D50).

Para o grau II, foi observado diminui¢do do nimero de ilhotas nos grupos D10
e D50 comparados ao grupo salina, e discreto aumento observado no grupo diabético D5

(19,29% grupo Salina e 22,68% grupo D5).

Em relagcao ao grau III, o grupo D10 destaca-se pela diminui¢do do nimero de
ilhotas nos animais diabéticos comparados com o grupo ndo diabético (24,72% grupo
Salina diabético e 34,85% grupo D10 diabético; 20,78% grupo Salina nao diabético e
18,72% grupo D10 ndo diabético).

Para o grau IV, foi observado diminuicio do nimero de ilhotas totalmente
infiltradas em todos os grupos em relacio a ambos controles salina, diabético e ndo
diabético, com diminui¢do mais acentuada nos diabéticos dos grupos D5 e D50 (diabéticos:
27,96% grupo Salina; 8,39% grupo DS5; 22,14% grupo D10 e 5,98% grupo D50 e nao
diabéticos: 24,75% grupo Salina; 17,52% grupo D5; 4,10% grupo D10 e 3,09% grupo
D50.) Notamos também que nas ilhotas de animais ndo diabéticos, quanto maior a dose
administrada menor a quantidade de ilhotas de grau IV, ou seja, ilhotas desestruturadas

(Figura 2).
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O escore de insulite € utilizado para avalia¢do do indice de lesdo do pancreas,
ou seja, valores proximos a 1 sdo indicativos de desestruturacdo das ilhotas pancredticas.
Somente os animais do grupo D10 apresentaram os indices semelhantes aos do grupo
Salina, mostrando que as ilhotas dos animais diabéticos estavam mais comprometidas que
as dos animais nao diabéticos. Porém nos grupos D5 e D50, surpreendentemente, esse
evento ocorreu de maneira inversa, ja que as ilhotas dos animais ndo diabéticos mostraram
mais desestruturadas que as dos animais ndo diabéticos, confirmando os indices de graus de
lesdo descritos anteriormente. Os animais do grupo D50 exibem indice de desestruturagao
das ilhotas menor que o grupo Salina, tanto diabéticos quanto niao diabéticos. Ja no grupo
D5 essa diferenca pode ser observada somente nas ilhotas de animais diabéticos € no grupo

D10 néo diabéticos, ambos comparados ao grupo Salina (Figura 3).
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Figura 2- Classificacio de ilhotas pancredticas, segundo grau de insulite em camundongos
NOD tratados com diacereina (D5, D10 e D50) e grupo Salina. Para essa andlise

foram utilizadas ilhotas de 6 pancreas por grupo.

Grau 0 = ilhota normal; Grau 1= menos de 25% de infiltrado; Grau 2= entre 25 e 80% de
infiltrado; Grau 3= acima de 80% de infiltrado celular e Grau 4= infiltracdo total da ilhota.
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Figura 3- Indice de lesdo das Ilhotas pancredticas, quanto mais préximo a um, maior € a

lesdo. Andlise estatistica utilizando o teste Mann- Whitney, considerando

p<0,05.
(*) Comparagdo entre todo o grupo em questdo com todo o grupo salina.

(o) Comparacdo entre grupo em questdo com o grupo salina, separadamente diabéticos e/ou

ndo diabéticos.
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Figura 4- Fotomicrografias de ilhotas pancredticas submetidas a coloragdo Hematoxilina-
Eosina, para a anélise e classificagdo de graus de lesao. Imagens em aumento de

400x, representando o indice de lesdo correspondente a cada grupo.
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4.2- Deteccio qualitativa de diacereina em soro e pancreas por meio de HPLC

Com a finalidade de se detectar a presenca de diacereina ou seu metabolito
ativo reina no soro e pancreas dos animais tratados, procedeu-se a andlise qualitativa por

meio de cromatografia de alta eficiéncia (HPLC).

O grupo D35, por ser o de menor concentracdo, foi eleito para as andlises de
diacereina sérica. Desta forma, pode-se constatar a presenca de diacereina no soro dos
camundongos diabéticos e ndo diabéticos. Para as andlises foram considerados: o tempo de
retencao na coluna da diacereina/soro, o tempo da droga aplicada a coluna isoladamente e o
tempo do soro de camundongo NOD nao tratado, acrescido da droga in vitro. Nota-se que o
tempo de retencdo obtido nos soros de todos os animais tratados e ndo tratados foi
aproximadamente de 5,4 minutos. O primeiro pico assinalado no cromatograma
corresponde ao ruido de inje¢do, sendo este o tempo 0. Assim, o verdadeiro tempo de

reten¢do da droga na coluna foi aproximadamente 3 minutos (Figura 5).

Os ensaios de deteccio da diacereina no pancreas, representado pelo

cromatograma, mostraram a presenca da droga no tecido (Figura 6).
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Figura 5- Cromatograma representando a presenca de diacereina em camundongos tratados
com Smg/kg/dia e animais ndo tratados, porém ao soro destes foram adicionados
a droga. Nota-se o0 mesmo tempo de retencao nas amostras e da droga. Tempo
aproximadamente 2,5 min, desprezando o tempo anterior ao ruido de injecao.
Coluna C18, vazao de fluxo 0,8ml/minuto, leitura no comprimento de onda de

258 nm.
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Figura 6- Cromatograma representando a presenca de diacereina. Nota-se 0 mesmo tempo
de retencdo em todas as amostras de péancreas dos animais tratados com
diacereina e da droga (Tempo aproximadamente 2,5 min). Coluna C18, vazao de

fluxo 0,8ml/minuto, leitura no comprimento de onda de 258 nm.
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4.3- Efeitos da administracdo de diacereina nas diferentes concentracoes sobre a

expressao de citocinas em células esplénicas
IL-1PB:

A expressio do RNAm de IL-1B em células esplénicas apresentou-se
significativamente diferente nos grupos D10 e D50 comparados com o grupo Salina
(DB=25,3+2.,4; NB=1,59+0,6). No primeiro, a expressdo foi aumentada (DB=69,9+7.8;
NB=85,5+15,0; p<0,01) tanto nos animais diabéticos como nos ndo diabéticos, porém no
segundo, essa expressdo somente foi aumentada nos animais ndo diabéticos
(NB=36,8+16,6; p<0,01) e diminuida nos animais diabéticos (DB=7,37+1,3; p<0,01). Ja
analisando o grupo D5 e o comparando também com o grupo Salina, somente houve
diferenca significativa nos animais ndo diabéticos, sendo aumentada (NB=38,246,9;

p<0,01).

Analisando somente individuos de cada grupo isoladamente, notou-se diferenca
significativa de expressao de IL-1p nos grupos Salina, D10 e D50, sendo menor expressao

nos individuos ndo diabéticos no grupo Salina e maior nos grupos D10 e D50 (Figura 7).
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Figura 7- Expressdao do mRNA da citocina IL-1 em células esplénicas de camundongos
NOD tratados com diferentes concentracdes de diacereina. Para a andlise

estatistica foi utilizado o teste Mann-Whitney, considerando p<0,05.

O ndmero de bago utilizado pra essa andlise foi de 30 por grupo tratado com diacereina e

20 tratado com salina.
(*) Comparagao entre todo o grupo em questdo com todo o grupo salina.
(----*) Comparacdo entre diabéticos e nao diabéticos do mesmo grupo.

(o) Comparacao entre grupo em questdo com o grupo salina, separadamente diabéticos e/ou

nao diabéticos.
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IFN-y:

O RNAm de IFN-y em células esplénicas notou-se reducdo significativa no
grupo D5, tanto nos animais diabéticos (DB=7,5+2,28; p<0,01) quanto ndo diabéticos
(NB=4,0+2,9; p<0,01), quando comparados com o grupo Salina. Houve aumento
significativo da expressdo da citocina nos animais diabéticos do grupo D10 (DB=8,26+4,6;

p<0,01), também comparando com o grupo Salina (DB=15,8+1,27; NB=27,4+2.7).

Analisando os animais diabéticos, notou-se diferenga significativa somente no
grupo D10 onde a expressdo génica de IFN-y estava aumentada (p<0,001), comparando
com todos os grupos tratados com diacereina. Contudo, nos animais ndo diabéticos a
diferenca estava diminuida significativamente no grupo D5, quando comparado aos grupos

D10 (NB=21,94+14.,5; p<0,05) e D50 (NB=16,2+7,0; p<0,05) (Figura 8).
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Figura 8- Expressio do mRNA da citocina IFN-y em células esplénicas de camundongos
NOD tratados com diferentes concentracdes de diacereina. Para a andlise

estatistica foi utilizado o teste Mann-Whitney, considerando p<0,05.

O ndmero de bago utilizado pra essa andlise foi de 30 por grupo tratado com diacereina e

20 tratado com salina.
(*) Comparagao entre todo o grupo em questdo com todo o grupo salina.

(----*) Comparacdo entre diabéticos e nao diabéticos do mesmo grupo.
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IL-12:

A expressdao do RNAm da citocina IL-12 diminuiu significativamente no grupo
D10 (DB=71,5+19,0;p<0,01; NB=58,5+11,5; p<0,05) quando comparada com o grupo
Salina (DB=138,1+5,8; NB=84,3+9,0). Da mesma forma, os niveis desta citocina estavam
significativamente menores nos animais diabéticos do grupo D5 (DB= 89,0+33,5; p<0,05).
Porém, quanto aos animais ndo diabéticos, foi observada o aumento significativo desta

citocina no grupo D50 (NB=144,9+30.,4; p<0,05) comparado ao grupo Salina.

Analisando cada grupo isoladamente, notou-se diminui¢do significativa dos
niveis de IL-12 nos animais ndo diabéticos do grupo Salina comparado aos animais

diabéticos.

Considerando somente os grupos tratados com diacereina, pode-se observar o
aumento significativo no grupo D50, tanto nos animais diabéticos (p<0,01) quanto nos

animais nao diabéticos (p<0,01) (Figura 9).
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Figura 9- Expressdao do mRNA da citocina IL-12 em células esplénicas de camundongos
NOD tratados com diferentes concentracdes de diacereina. Para a andlise

estatistica, foi utilizado o teste Mann-Whitney , considerando p<0,05.

O ndmero de bago utilizado pra essa andlise foi de 30 por grupo tratado com diacereina e

20 tratado com salina.
(*) Comparagdo entre todo o grupo em questdo com todo o grupo salina.
(----*) Comparacdo entre diabéticos e ndo diabéticos do mesmo grupo.

(o) Comparacdo entre grupo em questdo com o grupo salina, separadamente diabéticos e/ou

nio diabéticos.
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TNF-o.:

Analisando a expressao génica de TNF-a nas células esplénicas, verificou-se a
diminuicdo significativa no grupo D50 (DB=45,6+11,4; NB=51,84+13,9; p<0,01)
comparada ao grupo Salina (DB=182,0+10,5; NB=90,6+3,0). No grupo D5, também foram
observadas diferencas significativas quando comparadas com o grupo Salina, porém com
niveis mais elevados nos animais ndo diabéticos (NB=128,9+13,3; p<0,01). Contudo, no
grupo D10, somente os animais diabéticos apresentaram diminui¢do significativa

comparado com o grupo Salina (DB=127,9+37,0; p<0,01).

Levando-se em consideragcdo cada grupo isoladamente, a comparagdo entre os
grupos diabéticos e ndo diabéticos, somente o grupo controle apresentou diferenca
significativa, sendo a expressdo de TNF em niveis inferiores nos animais ndo diabéticos

(p< 0,01).

Entre os animais diabéticos dos grupos tratados com diacereina, somente houve
diferenca significativa entre os grupos D10 e D50, sendo essa expressao inferior no grupo
D50 (p<0,05). Ao considerar os animais ndo diabéticos, houve expressdo desta citocina em
niveis inferiores no grupo D50 comparado com os grupos D5 (p< 0,01) e D10 (p< 0,01)
(Figura 10).
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Figura 10- Expressdao do mRNA da citocina TNF-a em células esplénicas de camundongos
NOD tratados com diferentes concentracdes de diacereina. Para a andlise

estatistica, foi utilizado o teste Mann-Whitney, considerando p<0,05.

O nimero de bago utilizado pra essa andlise foi de 30 por grupo tratados com diacereina e

20 tratados com salina.
(*) Comparagdo entre todo o grupo em questdo com todo o grupo salina.
(----*) Comparacdo entre diabéticos e ndo diabéticos do mesmo grupo.

(o) Comparacdo entre grupo em questdo com o grupo salina, separadamente

diabéticos e/ou nao diabéticos.
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4.4- Efeitos da administracio de diacereina nas diferentes concentracoes sobre a

expressao de citocinas em ilhotas pancreaticas

Os niveis de RNAm de IL-1B em ilhotas beta pancredticas mostraram-se
elevados em todos os grupos tratados com diacereina comparados ao grupo Salina. Apesar
de se tratar de agrupamento (pool) de ilhotas, devido ao baixo nimero isolado nos grupos
D5 (NB=105,0+7,4) e D50 (NB=49,38+37,4), notou-se maior expressiao dessa citocina no
grupo D10 (NB=162,5+82,6) comparado com todos os outros grupos, tratados com

diacereina ou salina (DB=0; NB=11,18+1,12) (Figura 11-A).

Contudo, a expressio de RNAm de IFN-y nas ilhotas, mostrou-se aumentada
nos grupos D5 (NB=53,84+10,8) e D50 (NB= 37,9+0,1) comparados ao grupo Salina
(DB=0; NB=4,86+0,56) e com o grupo D10 (NB=8,45+2,8) (Figura 11-B).

Analisando a expressao de IL-12, verificou-se aumento na expressao de RNAm
nas ilhotas dos grupos D5 (NB=111,9+6,49), DIO0 (NB=140,9+35,3) e D50
(NB=125,142,69) comparados ao grupo Salina (DB=175,0+10,7; NB=30,2+2,7), porém
entre esses grupos tratados com diacereina, ndo houve diferenca na expressdao
(Figura 11-C). A expressio do RNAm de TNF-a foi aumentada em todos os grupos
tratados com diacereina (D5-NB=197+13,53; D10-NB=205,6+85,4;D50-NB=163,3+21,48)
quando comparados ao grupo salina (DB=0; NB=18,7+1,98), contudo sem diferencas entre

as doses de diacereina (Figura 11-D).
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Figura 11- Expressdo do mRNA das citocinas IL-1p (A), IFN-y (B), IL-12 (C) e TNF-a

(D), em ilhotas pancredticas de camundongos NOD tratados com diferentes

concentragdes de diacereina e Salina. Para a andlise estatistica, foi utilizado o

teste Mann-Whitney, considerando p<0,05.

(*) Comparacgdo entre todos os grupos tratados com diacereina com ilhotas de animais

diabéticos do grupo salina.

(o) Comparacao entre todos os grupos tratados com diacereina com ilhotas de animais ndo

diabéticos do grupo salina.
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4.5- Efeitos da administracio de diacereina nas diferentes concentracoes sobre a

expressao sérica de citocinas

A expressdo sérica de IL-1P foi significativamente menor nos grupos D5
(DB=0,15+0,03; NB=0,18+0,02; p<0,01) e D10 (DB=0,16+0,07; NB=0,18+0,08; p<0,01)
comparados aos grupos Salina (DB=1,88+1,6; NB=3,7+1) e D50 (DB=1,05+0,81;
NB=1,86+0,3). Entretanto, a analise dos niveis séricos desta citocina entre os animais de
cada grupo separadamente, somente o grupo D50 apresentou diferenca significativa, sendo

menor nos animais diabéticos (Figura 12-A).

IFN-y circulante nos animais tratados com salina e diacereina, mostrou-se
aumentado significativamente no grupo D50 (DB=660,0+58,0; NB=628,3+66,1; p<0,01)
comparado aos demais grupos. Houve expressdo significativamente menor no grupo D10
(DB=9,0+2,0; NB=8,4+1,2; p<0,01) comparando com o grupo Salina (DB= 30,7+27,3;
NB=27,1+3,6), e no grupo D5 (NB=16,6+7,4) somente nos animais nao diabéticos
(Figura 11-B).

Os niveis séricos de IL-12 mostraram-se diminuidos de maneira
significativa nos grupos D5 (DB=48,7+36,4; NB=53,8+20,4; p<0,01) e D10
(DB=23,7+10,6; NB=31,6+16,16; p<0,01) comparados ao grupo Salina (DB=129,3+97,6;
NB=140,3+63,6). Nao houve diferenca significativa no grupo D50. Também ndo houve
diferenca significativa entre os animais diabéticos e ndo diabéticos de cada grupo isolado

(Figura 12-C).

Os niveis séricos de TNF-a mostraram-se diminuidos significativamente nos
animais dos grupos D5 (DB=0,193+0,06; NB=0,156+0,02; p<0,01) e DIO
(DB= 0,216+0,03; NB=0,1354+0,03; p<0,01) comparados ao grupo Salina (DB=1,77+1,14;
NB=2,18+0,58). Considerando separadamente os animais de cada grupo, foi verificada
diminuicdo significativa de TNF nos animais nao diabéticos dos grupos D10 (p<0,05) e

D50 (NB=0,305+0,23; p<0,01) comparados aos animais diabéticos (Figura 12-D).
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Figura 12- Concentracdo de citocinas IL-1p (A), IFN-y (B), IL-12 (C) e TNF-a (D), no
soro de camundongos NOD tratados com diferentes concentracdes de
diacereina e Salina. Para a analise estatistica, foi utilizado o teste Mann-
Whitney, considerando p<0,05. (*) Comparagao entre todo o grupo em questao
com todo o grupo salina. (----*) Comparagdo entre diabéticos e Nao diabéticos
do mesmo grupo. (¢) Comparagdo entre grupo em questdo com o grupo salina,

separadamente diabéticos e/ou ndo diabéticos.
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4.6- Imunohistoquimica

A identificagdo da populacdo de infiltrado celular pela imunohistoquimica
mostrou a presenga de linfocitos T CD4, CD8 e CDI1 principalmente nos animais

diabéticos do grupo tratado com salina (Figura 13).

Todos os grupos tratados com diacereina apresentaram maior marcagdo de
infiltrado celular quando comparados ao grupo controle. O grupo D5 tanto nos animais
diabéticos como nos ndo diabéticos, apresentou linfocitos T CD4, CD8 e macrofagos
(CD11), porém em maior quantidade nos animais nio diabéticos (Figura 14) sugerindo
desestruturacdo da celularidade das ilhotas e, consequentemente, os resultados obtidos dos

indices de infiltracao e destrui¢do das ilhotas.

Os animais nao diabéticos do grupo D10 apresentaram infiltragdo mais intensa
desses linfécitos e chama atencao, a predominancia de macréfagos neste grupo comparado

ao grupo diabético(Figura 15).

O grupo D50 apresentou presenca dos linfécitos semelhante ao grupo DS,
estando combinados com a infiltracio celular e destruicio mostrada anteriormente

(Figura 16).
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Figura 13- Fotomicrografias de ilhotas pancredticas submetidas a imunohistoquimica para
deteccdo de linfécitos T CD4, CD8 e CDI11 (macréfagos) em ilhotas 3

pancredticas de camundongos NOD do grupo Salina.
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Figura 14- Fotomicrografias de ilhotas pancredticas submetidas a imunohistoquimica para
detec¢do de linfécitos T CD4, CD8 e CDI1 (macréfagos) em ilhotas 3

pancredticas de camundongos NOD do grupo D5.
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Figura 15- Fotomicrografias de ilhotas pancredticas submetidas a imunohistoquimica para
detec¢do de linfécitos T CD4, CD8 e CDI1 (macréfagos) em ilhotas 3

pancredticas de camundongos NOD do grupo D10.
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Figura 16- Fotomicrografias de ilhotas pancredticas submetidas a Imunohistoquimica para
deteccao de linfécitos T CD4, CD8 e CDI11 (macréfagos) em ilhotas [

pancredticas de camundongos NOD do grupo D50.
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5- DISCUSSAO
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Grande parte do conhecimento do processo de lesdo do pancreas no DM-1 esta
fundamentada em estudos realizados com camundongos da linhagem NOD. Este modelo
tem fornecido subsidios importantes no entendimento de mecanismos imune reguladores e
para o desenvolvimento de novas terapias [11, 80] Essas terapias para o DM-1 sdo baseadas
na intervencao sobre o sistema imunoldgico, sendo promissoras para impedir a instalagao
ou evolucdo da doenca. Assim, o estudo de substincias com propriedades
imunomodulatdrias tem atraido o interesse de vérios grupos de pesquisa [82]. Dessa forma,
utilizamos como foco de estudo, a diacereina, por ser uma droga com propriedades

antiinflamatdrias e por ser principalmente um inibidor de IL-1.

O objetivo do presente estudo foi investigar as propriedades antiinflamatdrias
da diacereina e seu possivel efeito sobre o diabetes tipo 1. Nossos resultados mostraram que
a administracdo didria dessa droga, pode modificar a incidéncia do diabetes mellitus
autoimune espontaneo nos animais tratados, reduzindo o nimero de animais diabéticos e
expressando mais tardiamente a doenca, contrastando com os animais que receberam
solucdo salina. O célculo de razdo de chances, indicou o favorecimento do tratamento com

diacereina em relacdo a doenca.

A classificacdo histolégica das alteracdes morfoldgicas encontradas no DM-1
espontaneo em camundongos NOD, relatando a propor¢do de ilhotas em diferentes graus de
invasdo celular, foi descrito por SIGNORE e colaboradores [75] e adaptado
VENTURA-OLIVEIRA [22]. A andlise do infiltrado celular nas ilhotas, mostrou que os
animais tratados com diacereina tiveram menor invasao celular e quanto maior a dosagem,
menor a desestruturagdo das ilhotas de animais nao diabéticos. Apesar de ndo realizarmos
protocolos para a quantificacdo da popula¢ao do infiltrado celular, este evento poderia estar
relacionado a quantidade de macréfagos. Contudo, este resultado contradiz a expressao

génica de IL-12 que apresentou-se aumentada no grupo tratado com maior dosagem de

diacereina e menor quantidade de macréfagos.

Para verificar a presenca de diacereina no soro e pancreas dos animais tratados,
foi feito HPLC, como descrito anteriormente, baseado em trabalhos_ prévios, que

demonstraram a presenca [74] e a estabilidade [82] da diacereina e seu metabdlito ativo,
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através da andlise qualitativa por HPLC de urina e plasma de ratos. Os resultados de HPLC
qualitativos aqui apresentados estdo em concordancia com estes estudos. Adicionalmente,
a identificacdo da diacereina no pancreas € inédita e podera fornecer subsidios adicionais ao

entendimento da ac@o da droga potencialmente modulando a inflamacao no érgao.

No diabetes autoimune, a participacdo de citocinas pré inflamatéria como
IL-1pB, IL12, IFN y e TNFa na destruicao das células B no DM-1 autoimune estdao bem
fundamentados [22, 46, 83]. Recentemente, NARANG e colaboradores[55] demonstraram
o processo pelo (s) qual(s) ocorre a destruicio das células das ilhotas. Inicialmente a
citocina IL-1f ativa seu receptor antagonista (IL-1ra), o qual inicia a cascata de eventos
bioquimicos intracelulares. Esses efeitos sdo potencializados pelo TNF-a e IFN-y e esse
caminho € conduzido pela ativagdo do NFkB, que induz a expressdo do iNOS, liberando
NO, causando assim a disfun¢do e morte das ilhotas. As principais propriedades atribuidas
4 diacereina € a inibi¢do da sintese de citocinas pré-infamatdrias, como IL-1p3 e TNF-a[65].
PELLETIER [84] também demonstrou que a IL-1p pode aumentar a producao de NO e que

a diacereina e a reina podem diminuir a producdo desse radical livre.

Nossos resultados referentes a expressdao génica de células esplénicas,
demonstraram aumento de IL-1B e IL-12, porém diminuicdo de TNF-a. Quanto a
expressdo de IFN-y, somente houve diferenca significativa no grupo de menor dosagem,

sendo esta diminuida.

Em relagdo a expressdo génica de ilhotas pancredticas, houve aumento de todas
as citocinas pro-inflamatdrias sem exce¢do. Porém, a concentracdo sérica dessas citocinas

apresentou-se reduzidas, sugerindo bloqueio pos-transcricional.

O aumento da expressdo génica das citocinas pro-inflamatorias principalmente
IL-12 nos grupos tratados com diacereina comparados ao grupo tratado com salina, pode
estar relacionado a grande quantidade de macr6fagos demonstrada pela imunohistoquimica,
como dito anteriormente, ja que esse tipo celular é responsavel pela secre¢do dessa citocina,

iniciando a cascata inflamatoria.
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MARTEL-PELLETIER e colaboradores [85] descreveram o efeito da
diacereina e reina na IL-13 na traducdo e pds-tradugdo, podendo causar a inibi¢do na
producdo do gene de IL-1B. O NF-kB promove a transcricio do RNAm de citocinas pré
inflamatdrias, e promove a entrada no ciclo celular [86], porém a diacereina inibe a
producio do NF-kB, inibindo a sintese de iNOS [67]. E possivel que a diacereina exerca
funcdo semelhante na modulacdio da expressio do TNF. Contudo, serdo precisos

experimentos adicionais para confirmacao desta hipotese.

PELLETIER [87] demonstrou que a diacereina reduz os niveis de apoptose por
condrdécitos através da redugdo nos niveis de iNOS pela droga, indicando que a diacereina

tem potencial efeito a nivel pds-transcricional.

Os niveis de citocinas pro-inflamatdrias no soro dos animais, foram diminuidos
nos grupos tratados com diacereina em relacdo ao grupo salina, exceto IFN-y, o qual foi
aumentado no grupo DS50. Isso sugere que a diacereina interfere no processo
pOs-transcricional, pois observou-se aumento na expressdo génica dessas citocinas
pré-inflamatérias estudadas e reducdo dos niveis no plasma, sugerindo propriedades

inibitérias pds-transcricional.

Alguns mecanismos estudados procuram explicar os efeitos citotéxicos das
citocinas, como por exemplo, a producdo de NO, que induz a lise das células das ilhotas
levando a lesdo do DNA, acarretando sua destruicdo [20, 37, 43, 48]. Assim, pode-se
sugerir que a destruicdo das células [ ocorre por apoptose. A IL-1p induz apoptose por
meio da liberacdo de radicais livres como NO [89]. A citotoxicidade mediada por linfécitos
T CDS8, uma das principais formas de destrui¢do das ilhotas pancredticas, do mesmo modo
se realiza por meio do 6xido nitrico, mediando a apoptose [90]. Neste contexto, foi descrito

que a diacereina inibe a producdo de NO, a quimiotaxia [91] e a atividade fagocitica [92].

Subpopulagdes de linfocitos T associados a insulite foram inicialmente
caracterizadas por KIKUTANI e MAKINO [6]. Wong e colaboradores[93], descreveram as
propriedades de linfécitos CD4+ e CD8+ na insulite € o desenvolvimento do Diabetes.
Outras células, como macréfagos, linfécitos B e células NK no infiltrado inflamatério,

associado a destruicdo de células beta foram descritas [94]. Os resultados obtidos
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provenientes dos ensaios de fenotipificacao do infiltrado inflamatério mostraram a presenca
de linfécitos CD4+, CD8+ e principalmente de macrofagos, nas ilhotas de todos os grupos

experimentais, diabéticos e ndo diabéticos.

Embora nio tenha sido realizado nenhum ensaio especifico no presente trabalho
para avaliar a ocorréncia de apoptose celular, sabe-se que a mesma € freqiiente no processo
inflamatorio. Estd bem determinado a participacio de caspases na morte celular
programada[88]. A diacereina inibe a atividade da caspase C-3, reduzindo assim a

ocorréncia deste evento[87].

Os conjuntos dos resultados sugerem que a diacereina interferiu na incidéncia
do diabetes e modulando a expressdo das citocinas pré-inflamatérias IL-13, TNF-o, IFN-y
e IL-12. Adicionalmente, a identificacdo de diacereina no pancreas dos animais tratados

abre novas perspectivas de pesquisas quanto as suas propriedades farmacoldgicas.
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6- CONCLUSOES
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1- A analise qualitativa, através do HPLC, permitiu identificar a presenca de

diacereina no pancreas e soro dos animais tratados, confirmando a absor¢ao

da droga pelo tecido.

2- A diacereina na dose de 10mg/kg/dia foi capaz de minimizar o grau de

insulite nos animais ndo diabéticos.

3- A incidéncia do diabetes foi menor nos animais tratados com diacereina,

principalmente no grupo tratado com 10mg/kg/dia.

Os resultados obtidos sugerem que a diacereina interfere no processo
pos-transcricional, pois foi observado aumento na expressdo génica de todas
citocinas pré-inflamatorias estudadas (IL-1B, IFN-y, IL-12 e TNF-a), ¢
diminui¢do dos niveis séricos sugerindo acao de bloqueio pds-transcricional

da diacereina.
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