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RESUMO




Espécies reativas de oxigénio (EROs) tem sido associado com uma grande
variedade de doengcas metabdlicas humanas incluindo o diabetes tipo 1 auto-
imune (DM1A). A destruicdo das células beta pancreadticas no DM1A esta
associada com estresse oxidativo celular no qual a morte celular ocorre via
mitocondrial. O objetivo desse trabalho foi determinar se o estresse oxidativo e a
disfuncdo mitocondrial estdo presentes no modelo experimental de DM1A,
camundongos NOD (ndo obeso diabetico) e se isso esta relacionado com o
desenvolvimento da doenca. Foram realizados experimentos em bidpsias de
figado e musculo séleo, mitocondrias isoladas de figado, linfocitos de baco e
circulante, células tronco de medula 6ssea e ilhotas pancredticas isoladas de
camundongos NOD e camundongos Balb/c. Os camundongos NOD foram
estudados nas trés fases da doencga: nédo diabéticos (glicemia < 100 mg/dL, 4-6
semanas de vida), pré-diabéticos (glicemia entre 100-150 mg/dL, 7-10 semanas
de vida) e diabéticos (glicemia > 250 mg/dL, 14-25 semanas de vida) comparados
aos camundongos Balb/c nas idades correspondentes.

A respiracdo mitochondrial (consumo de oxigénio) foi medida no estado de
fosforilacdo e repouso nas bidpsias de figado e musculo séleo e em mitocéndrias
isoladas e nao foram diferentes em camundongos NOD nos trés estagios em
comparagdo com os Balb/c nas mesmas idades. Entretanto, as mitocondrias
isoladas de NOD mostraram ser mais susceptivel a transicdo de permeabilidade
mitocondrial (TPM) induzida pelo célcio e sensivel a ciclosporina A, determinado
por inchamento mitocondrial e pela diminuicdo da capacidade de retengdo de
calcio. Essa maior susceptibilidade a TPM foi observada nos trés estagios de
desenvolvimento do DM1A. Producado de peroxido de hidrogénio (Amplex red) foi
maior nas mitocéndrias isoladas de NOD n&o-diabéticos, mas n&o foi alterada nos
estagios pré-diabético e diabético. A oxidacdo do H.DCF pelas células intactas, foi
significativamente maior nos linfocitos e células tronco de NOD n&o-diabéticos,
pre-diabéticos e diabéticos comparadas ao controle. Além disso, observamos
maiores taxas de oxidagdo do H,DCF em ilhotas pancreaticas de NOD nao-
diabéticos. Esses resultados sugerem que o estresse oxidativo precede o
desenvolvimento da doenca e pode ser a causa da disfuncao mitocondrial que
esta envolvida na morte das células beta. Propomos que o estresse oxidativo é
um evento chave na patogénese da DM1A e pode ser um alvo potencial para
intervencgoes.
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Reactive oxygen species (ROS) have been extensively associated with a
large variety of human metabolic diseases including type 1 diabetes auto-immune
(T1D A). The destruction of islet beta cells in T1DA is associated with cellular
oxidative stress and with the mitochondrial pathway of cell death. The aim of this
study was to determine whether oxidative stress and mitochondrial dysfunction are
present in TIDA experimental model NOD (non obese diabetic mouse) and if they
are related to the stages of the development of the disease. The experiments were
done in liver and soleus muscles biopsies, isolated liver mitochondria, spleen and
circulating lymphocytes, bone marrow stem cells and isolated pancreatic islets
from NOD and control Balb/c mice. NOD mice were studied at 3 stages: non-
diabetic (glycemia < 100 mg/dL, 4-6 weeks of age), pre-diabetic (glycemia range
100-150 mg/dL, 7-10 weeks of age) and diabetic (glycemia > 250 mg/dL, 14-25
weeks of age) and compared to age matched Balb/c mice.

Mitochondria respiration rates (oxygen consumption) measured at
phosphorylating and resting states in liver and soleus biopsies and in isolated liver
mitochondria were similar in NOD at the three stages of the disease as compared
to age matched Balb/c mice. However, NOD isolated liver mitochondrial were
shown to be more susceptible to calcium induced mitochondrial permeability
transition (MPT), as determined by calcium induced cyclosporine A sensitive
swelling and by decreased calcium retention capacity. This higher MPT
susceptibility was observed in all 3 stages of the development of diabetes.
Hydrogen peroxide production (Amplex red) was higher in isolated liver
mitochondria from non-diabetic NOD, but unaltered in pre-diabetic and diabetic
NOD mice. The oxidation of H,DCF by intact cells was significantly increased in
NOD lymphocytes and stem cells in non-, pre- and diabetic stages as compared to
controls. In addition, we observed higher rates of H.DCF oxidation in pancreatic
islets from non-diabetic NOD mice. These results suggest that the oxidative stress
precedes the establishment of diabetes and may be the cause of mitochondrial
dysfunction that is involved in beta cell death. We propose that oxidative stress is
a key event in the pathogenesis of TIDA and may be a potential target for

interventions.
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FIGURA 1. Modelo proposto por Gurzov e colaboradores para explicar a apoptose
via proteina DP-5 ativada (death protein-5) pelas citocinas pro-inflamatérias ou pelo
estresse de reticulo endoplasmatico (adaptado de (1). As citocinas pro-inflamatérias
IL-18 e IFNy combinadas levam a apoptose por duas vias: Pela ativagcdo de JNK que
fosforila c-Jun, expressando DP-5. A DP-5 bloqueia proteinas anti-apoptoéticas e ativa
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endoplasmatico. A outra via dependente das citocinas, ocorre através da fosforilagdo do
NF-kB que expressa mais iINOS produzindo NO. O NO aumenta a expresséo da DP-5 que
blogueia as proteinas anti-apoptéticas e ativa proteinas pré-apoptéticas, levando a
apoptose (Painel A). O estresse de reticulo endoplasmatico também leva a apoptose a
um evento independente do primeiro (Painel B). Um agressor quimico induz o estresse
de reticulo que ativara a JNK. Em seguida, a c-Jun é fosforilada expressando DP-5, que
por sua vez, bloqueia as proteinas anti-apoptéticas e ativa proteinas pré-apoptéticas,
levando a apoptose por causa da permeabilizacédo das
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FIGURA 2. Esquema da cadeia respiratoria e sistema redox mitocondrial
mostrando o transporte de elétrons, a geracao da forca préton-motriz, formacao de
espécies reativas de oxigénio e atividades de enzimas antioxidantes (2) modificado

FIGURA 3. Modelo proposto para explicar a formacao do poro de transicao
de permeabilidade induzido por Ca** e EROs na membrana mitocondrial
interna (4). A cadeia respiratéria, inserida na membrana mitocondrial interna,
constantemente gera pequenas quantidades de radicais O, ~. Estes radicais sao
normalmente removidos pela Mn-superdxido dismutase (MnSOD), que promove a
geracao de H>O,. O H2O, é entao reduzido a H>O pela glutationa peroxidase (GP),
tioredoxina peroxidase (TP) ou catalase (em mitocondria de coracédo). GSH,
oxidado pela GP, e TSH, oxidado pela TP, sado recuperados pelo sistema
enzimatico glutationa e tioredoxina redutases (GR e TR), que usam NADPH como
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doador de elétrons. NADH, que esta presente em quantidades reguladas pela
respiragdo, reduz entdo NADP* usando a NAD(P) transidrogenase. Quando a
geracdo de O, "~ aumenta na presenca de Ca** e Pi, e/lou os mecanismos de
remogao de H,0; estdo inativados, HO» acumula-se e na presenca de Fe?* , gera
o radical OH" altamente reativo. OH" oxida grupos tidlicos (-SH) do complexo do
poro de TPM, levando a formacao e abertura do poro. Alternativamente, OH" pode
promover permeabilizacdo da membrana através da peroxidacado lipidica, um

processo fortemente estimulado Por Pi...........coooii e pg 36.

FIGURA 4. Representacdo da dinamica de Ca®* intracelular e das proteinas
do MAM envolvidas no transporte de Ca®** do reticulo endoplasmatico e
mitocéndria (modificado de (5)). Uma série de estimulos atua sobre os
receptores da membrana plasmatica ativando a proteina PLC que catalisa a
hidrélise do fosfatidilinositol 4,5 bifosfato o IP3. O IP3 se liga ao receptor IP3R
estimulando a liberagdo de Ca?* do reticulo endoplasmatico para a mitocéndria.
Esse transporte é feito de forma direta através da proteina grp75, transferindo o
Ca*" do reticulo para a mitocondria através do VDAC. Na MMI ha uma série de
canais € bombas que introduzem ou retiram o Ca?* da matriz mitocondrial, porém,

este Ca®* em excesso na matriz pode causar danos irreversiveis como a TPM.

FIGURA 5. Respiracao mitocondrial (consumo de oxigénio) em bidpsias de
figado (A) e musculo esquelético (B) nao foi alterada em camundongos NOD
antes e durante o desenvolvimento do diabetes. Biopsias de tecido (2-3 mg)
foram adicionadas em meio MiR05. Adi¢des foram: 400 uM ADP, 1 mg/ml
oligomicina, 0,2 uM FCCP para figado ou 1,5 uM FCCP para musculo esquelético.
Dados representados em média + Erro Padrdo da Média de cinco experimentos
gl [T o =T g lo (=] o1 (=TS TP ER pg 63.

FIGURA 6. Susceptibilidade de inchamento mitocondrial induzido por calcio

em mitocondrias é marcadamente maior em camundongos NOD antes e
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durante o desenvolvimento do diabetes. Mitocondrias (0,5 mg/ml) foram
incubadas em meio padrdo a 28°C com adicdo de 60 uM Ca®*. Absorbancia em 10
minutos para Balb/c vs. NOD foram: Grupo N&o-diabético: 1,1 £ 0,2 vs. 0,86 + 0,1;
Grupo Pré-diabético: 1,06 + 0,2 vs. 0,82 £ 0,1; Grupo Diabético: 1,3 + 0,3 vs. 1,02
+ 0,3. P<0,05 para todas as comparacg6es. Dados apresentados em média + Erro
Padrdo da Meédia. Figura representativa de oito experimentos em
(oW o] [oF= 1 7= - J PP UPTPPP R pg 67.

FIGURA 7. Capacidade mitocondrial de retencao de calcio é profundamente
reduzida em camundongos NOD antes e durante o desenvolvimento do
diabetes. Mitochondrias (0,5 mg/ml) foram incubadas com meio padrdao a 28°C
com 0,1 pyM calcium green em 5 N de sal hexapotassio. Tempo (segundos) de
liberagcao do célcio por Balb/c vs. NOD foram: Grupo nao diabéticos: 972,2 + 122,0
vs. 349,2 + 132,9; Grupo Pré-diabéticos: 670,8 + 151,8 vs. 2445 + 96,6; Grupo
Diabético: 968,9 + 28,5 vs. 182,8 + 11,9; P<0.05 para todas as comparacdes.
Dados apresentados em média + Erro Padrao da Média. Figura representativa de

oito experimentos em dupliCatas...........ccueeriiiiiiiiii i pg 68.

FIGURA 8. Geracao mitocondrial de H,O, (Amplex-red) é aumentada em
camundongos NOD nao-diabéticos mas nao nos demais estagios da doenca.
Mitoc6ndrias (0,5 mg/ml) foram incubadas com meio padréao a 28 °C, na presenca
de 1uM HoDCF-DA (A) e 10 uM Amplex-red e 1 U/ml horseradish peroxidase (B) e
10 pM Ca*". Os resultados estdo expressos em porcentagem em relacdo ao
controle. Dados apresentados em média = Erro Padrdo da Média de cinco
experimentos independentes em duplicatas. *p < 0,05 NOD vs. Balb/c (Student t

FIGURA 9. Oxidacao de H.DCF é aumentada em linfécitos nao
permeabilizados e em células troncos de camundongos NOD antes e durante
o desenvolvimento do diabetes. 1 x 10° linfécitos de baco (A), 1 x 10° linfécitos
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circulantes (B) e 1x10° células tronco (C) foram incubadas com meio HBSS na
presenca de 1uM H>DCF-DA. Os resultados estdo expressos em porcentagem em
relagdo ao controle. Dados apresentados em média + Erro Padrdo da Média de
cinco experimentos independentes em duplicatas. *p < 0,05 NOD vs. Balb/c
(STUABNT T EEST)..eteeeeeeeeiie et e e e pg 72.

FIGURA 10. Producao de superoxido mitochondrial (MitoSox) nao é alterada
nos linfocitos e células tronco intactos isolados de camundongos NOD ao
longo do desenvolvimento do diabetes. 1 x 10° linfécitos de baco (A), 1 x 10°
linfocitos circulantes (B) e 1x10° células tronco (C) foram incubados com meio
RPMI 1640 na presenca de 5 pM MitoSOX Red. Os resultados estao expressos
em porcentagem em relacdo ao controle. Dados apresentados em média + Erro
Padrdo da Média de cinco experimentos independentes em duplicatas. Foi
aplicado teste estatistico Student ttest...........oovviiiiiii s pg 73.

FIGURA 11. Oxidacao de H,DCF foi aumentada em ilhotas isoladas de
camundongos NOD nao diabéticos (4 semanas de vida) sem alteracao na
atividade de citrato sintase, comparado com ilhotas isoladas de
camundongos Balb/c na mesma idade. 25 ilhotas foram incubadas em meio
HBSS na presenca de 1 uM H,DCF-DA. Representativo de trés experimentos
independentes em duplicata (A). Resultados expressos em porcentagem em
relacdo ao controle (B). Dados apresentados em média + Erro Padréo da Média
de trés experimentos independentes em duplicatas com 25 ilhotas. Atividade de
citrato sintase em ilhotas isoladas (C). Dados apresentados em média + Erro
Padrdo da Média de oito experimentos independentes em duplicatas com 25
ilhotas.*p < 0,05 NOD vs. Balb/c (Student t test).....ccccvvveeeeiiiiiiiicee pg 75.
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1. INTRODUCAO




1.1. DIABETES MELLITUS TIPO 1A

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, o termo diabetes mellitus
€ usado para definir uma doenca metabdlica de multipla etiologia caracterizada
por hiperglicemia crénica com disturbios no metabolismo de carboidratos, lipidios
e proteinas, como resultado da deficiéncia na producédo ou na acao da insulina (6).
Considerando as caracteristicas etiolégicas do diabetes mellitus e seus
mecanismos desencadeantes, essa doenca é classificada em diabetes mellitus
tipo 1 (DM1A), diabetes tipo 2 (DM2), tipos especificos incluindo diabetes
secundario ou associado a outras patologias e o diabetes gestacional.

O DM1A é uma doenca autoimune resultante de um processo mediado por
linfocitos T tendo as células beta pancreaticas como alvo de destruicdo. E uma
das mais comuns doencas pediatricas e vista como uma doenca complexa com
variadas patogenias e sintomas clinicos (7). Alguns estudos mostram os possiveis
fatores que desencadeiam a autoimunidade nesta doenca como a predisposicao
genética, alimentagédo, sazonalidade e area geografica do nascimento e viroses
(8-14). A incidéncia de jovens com DM1A vem aumentando nos ultimos anos,
provavelmente devido a mudancas na alimentacgao, frequéncia de atividade fisica,
mudancas climaticas, infec¢des, vacinagdes e uso de medicamentos e esse

aumento € maior em crian¢as com idade abaixo de 5 anos (15).

De acordo com American Diabetes Association (ADA), nos Estados Unidos,
a estimativa de pessoas com diabetes é de 10,3 % em 2010 havendo predicdes
de aumentar para 12% até 2030. No Brasil, de acordo com a Sociedade Brasileira
de Diabetes, cerca de 6 % da populagéo tem diabetes e esse numero subira para
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7,7% em 20 anos. O DM1A, conhecido também como diabetes insulino-
dependente, ocorre somente por volta de 5-10% de todos os casos de diabetes,
entretanto, essa incidéncia vem crescendo em todo o mundo. O inicio do DM1A é
na maior parte das vezes agudo, acometendo mais frequentemente criangas e
adolescentes (16), porém acomete também pessoas acima de 30 anos, o
chamado LADA (Latent autoimmune diabetes in adults) (17).

As complicagdes microvasculares como retinopatia, nefropatia e neuropatia
e macrovasculares como doenca arterial coronariana, doenga cerebrovascular e
vascular periférica, estdo associadas ao DM1A e sdo as responsaveis pela
elevada morbimortalidade (18). As taxas de mortalidade cardiovascular e renal,
cegueira, amputacao de membros e perda de funcao e qualidade de vida & muito

superior em individuos com diabetes que em individuos sem a doenca.

1.2. DIABETES MELLITUS TIPO 1A E APOPTOSE

A inflamacgao pode contribuir para a destruicao autoimune das células 8 no
pancreas mais precocemente ou em estagios mais avancados, suprimindo a
funcdo das células beta e subsequentemente induzindo a apoptose (19).

Assim, as citocinas inflamatérias IL-1B, IFN-y e TNF-a, as quais sao
produzidas pelos linfécitos T ou macrofagos sdo responsaveis pela inducao de
morte celular das células B pancreatica (20) sdo também provaveis estimulos pelo
aumento de EROS nessa doenca. Essas citocinas combinadas induzem apoptose
através da ativagao de FASL e perforinas/granzimas (19, 21) e ainda pela geracao
de EROS (22, 23). Ha evidéncias de que anion superéxido, peroxinitrito, peréxido

de hidrogénio, radical hidroxil juntamente com a geracdo de Oxido nitrico estdo
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implicados na morte e disfungao das células B pancreaticas (24). Delaney e Cols
mostraram que ilhotas humanas séo susceptiveis aos efeitos de peroxinitrito em
cultura primaria e que essas ilhotas apresentam diminuicdo da oxidacao de glicose
e morte por necrose, além de alteragcdes na estrutura da membrana das células e
das mitocondrias, inchamento e perda da matriz mitocondrial (25).

Gurzov (1) prop6s que as citocinas pro-inflamatérias IL-1B e IFNy
combinadas podem levar a apoptose por duas vias. A primeira € pela ativacdo da
quinase JNK que fosforila o fator de transcricao c-Jun expressando DP-5. A outra
via pode ocorrer através da ativacao do fator de transcricdo NF-kB que aumenta a
expressao de iNOS produzindo mais NO. Este NO formado aumenta a expressao
de DP-5. Uma vez a DP-5 ativada, ela bloqueia BCL-XL e BCL-2 (proteina anti-
apoptética) e ativa BAX e BAD (proteina pré-apoptédtica) podendo causar o
estresse de reticulo endoplasmatico ou a permeabilizacdo mitocondrial, € ambos
resultam em apoptose (Figura 2 a). Ainda ha outra forma de induzir a apoptose,
através do estresse de reticulo endoplasmatico independente das citocinas, como
um evento em paralelo. Um agressor quimico induz o estresse de reticulo que
ativara a JNK. Em seguida, a c-Jun é fosforilada e ha a expressdao de DP-5,
bloqueando as proteinas anti-apoptoticas e ativando as proteinas pro-apoptéticas.
Isso leva a permeabilizagdo da mitocéndria acarretando em apoptose (FIGURA 1

b).
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FIGURA 1. Modelo proposto por Gurzov e colaboradores para explicar a apoptose
via proteina DP-5 ativada (death protein-5) pelas citocinas pré-inflamatorias ou pelo
estresse de reticulo endoplasmatico (adaptado de (1). As citocinas pro-inflamatérias
IL-1B e IFNy combinadas levam a apoptose por duas vias: Pela ativagao de JNK que
fosforila c-Jun, expressando DP-5. A DP-5 bloqueia proteinas anti-apoptéticas e ativa
proteinas pro-apoptéticas, levando a apoptose via mitocéndria ou via reticulo
endoplasmatico. A outra via dependente das citocinas, ocorre através da fosforilagdo do
NF-kB que expressa mais iNOS produzindo NO. O NO aumenta a expressao da DP-5 que
blogueia as proteinas anti-apoptéticas e ativa proteinas pro-apoptéticas, levando a
apoptose (Painel A). O estresse de reticulo endoplasmatico também leva a apoptose a
um evento independente do primeiro (Painel B). Um agressor quimico induz o estresse
de reticulo que ativara a JNK. Em seguida, a c-Jun é fosforilada expressando DP-5, que
por sua vez, bloqueia as proteinas anti-apoptoéticas e ativa proteinas pré-apoptoticas,

levando a apoptose por causa da permeabilizagao das mitocondrias.
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1.3. EROS E AS COMPLICACOES DO DM1A

As EROS podem participar da sinalizacao para a apoptose das células B, e
ainda causar oxidacao de proteinas (26), peroxidacao lipidica (27) e danos no
DNA mitocondrial (28) contribuindo para o desenvolvimento das complicagdes
diabéticas (29-31).

Em mitocondria com o funcionamento normal, ha geracdo continua de
EROS; porém, elas possuem enzimas antioxidantes que sao responsaveis pela
detoxificagdo dessas EROS, permitindo que essas mitocdndrias continuem
funcionais. Contudo, alguns estudos mostraram que as ilhotas pancreaticas
possuem menor capacidade antioxidante comparada a outros tecidos (32, 33).
Lenzen e colaboradores (33) compararam a expressao génica de enzimas
antioxidantes em varios tecidos de ratos e observaram que as ilhotas expressam
menos genes para as enzimas CuZnSOD, MnSOD, catalase e GPX quando
comparadas a expressao no figado, rim, cérebro, pulmao, musculo esquelético e
cardiaco e algumas glandulas.

Esse desequilibrio entre a formagao das EROs e a diminuicao da eficiéncia
das enzimas antioxidantes, possivelmente, deixam essas ilhotas mais suscetiveis
a morte celular e compromete consequentemente 6rgaos alvos (34).

Muitas sdo as fontes de EROS e a hiperglicemia tem sido descrita como
mais um estimulo para a produ¢do dessas EROS (35). Uma vez a glicemia
aumentada, hd maior metabolizacdo da glicose pela via glicolitica aumentando
ainda mais a producdo de EROs (36). Assim, hd um desvio na formagao de
substratos formando aldeido bifuncional metilglioxal (MGO) ou glioxal (GO), os

quais modificam proteinas e lipides intracelulares dando origem aos produtos de
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glicacdo avangada (AGE). Esses AGEs sdo capazes de aumentar o estresse
oxidativo através de maior geracao de EROS formando-se assim um ciclo (37).
Um estudo com pacientes com DM1A mostrou que células
linfomononucleares, assim como células mesangiais e macréfagos de
camundongos NOD, apresentam diminuicdo do AGE-R1 (receptor antagbnico a
via de sinalizacdo do receptor de AGE) que € responsavel por reduzir o estresse
oxidativo celular e minimiza a resposta inflamatéria, e AGEs aumentados no soro

dos pacientes e de camundongos (38).

1.4. CAMUNDONGOS NOD

Um dos principais modelos experimentais usados para o estudo de DM1A
sao os camundongos NOD. Desde seu desenvolvimento ha aproximadamente 30
anos, essa linhagem tem proporcionado um grande avanco no entendimento dos
processos complexos envolvidos em doencgas autoimunes (39-41). Embora o
modelo seja uma ferramenta valiosa para o estudo de doencas imunoldgicas, ele é
principalmente utilizado para diabetes autoimune podendo ser comparado a
doenga humana (40, 41).

Os camundongos NOD foram desenvolvidos a partir de cruzamentos
endogamicos dos camundongos CTS (Cataract Shionogi Strain) propensos a
catarata, dando origem a sublinhagem Jcl:ICR. Apds cruzamentos dessa
sublinhagem, os camundongos da geracdo F6 apresentaram altos niveis de
glicose em jejum, porém nao apresentavam catarata. Ao chegar na geracao F13,
0s camundongos ndao mais apresentavam altos niveis de glicemia em jejum e

foram separados, sendo denominados NOD Shi. Em 1974, na F20, uma fémea

29



NOD Shi desenvolveu espontaneamente diabetes mellitus insulino-dependente. A
linhagem atual de camundongos NOD foi entdo derivada de cruzamentos entre
irmaos da prole desta fémea diabética NOD Shi (42, 43). Originalmente a
linhagem era restrita ao Japao, e em 1980, iniciou-se sua distribuicao
primeiramente para Autrdlia e Estados Unidos (44). No Brasil, a colbnia foi
introduzida e implantada na Universidade Estadual de Campinas (45), a partir de
matrizes provenientes do Laboratério INSERM U-25 Neker, Paris, Franga. A partir
de uma extensa revisao da literatura, verifica-se que é frequente o uso de
camundongos Balb/c como controle experimental (44, 46-51).

A incidéncia do diabetes espontaneo da linhagem NOD nas varias col6nias
distribuidas pelo mundo varia entre 50 e 90% em fémeas e entre 0 e 20% em
machos (42, 52). Inicialmente, os camundongos NOD desenvolvem uma
infiltracdo de linfécitos e macréfagos nas ilhotas pancreaticas por volta de 4
semanas de vida. Ap6s este periodo, o desenvolvimento da doenca é
extremamente influenciado por fatores ambientais, como a exposi¢cao dos animais
a agentes microbianos. Deste modo, a manutencédo deste fenétipo de diabetes
depende das condi¢cdes de manutencao do animal, livre de patdégenos especificos
(SPF). Se nao obedecidas tais condigdes, a incidéncia do diabetes é reduzida (52-
54). Estudos recentes mostram que a incidéncia do DM1A nos camundongos NOD
pode ser modulada de acordo com a flora bacteriana presente no animal e, por
esse motivo, em condigdes germ-free, ha maior incidéncia de diabetes nesta
linhagem (55-57). Em nosso estudo, verificamos que o diabetes na linhagem
NOD/unib da geragéo F64, inicia-se tipicamente entre a 12% e 14® semana de vida

nas fémeas, com periodo de incidéncia maxima ao redor da 172 semana de vida.

30



Morfologicamente, ha a presenca de linfécitos CD4" e CD8" na periferia das
ilhotas dos camundongos NOD jovens e ao envelhecerem, essas células migram
para o interior das ilhotas, causando sua destruicdo e consequentemente a

hiperglicemia (39, 41, 43).

1.5. BIOENERGETICA MITOCONDRIAL E GERAGCAO DE ESPECIES

REATIVAS DE OXIGENIO

As mitocondrias sdo as organelas responsaveis pela conversao de energia
de 6xido-reducao para a forma de energia quimica necessaria aos processos
celulares. Este processo de conversao de energia de éxido redugdo em energia
quimica na forma de ATP é denominado de fosforilacdo oxidativa e envolve
uma série de complexos transportadores de elétrons e a enzima ATP sintetase

localizada na membrana mitocondrial interna (MMI).

A energia necessaria para o processo de fosforilacdo oxidativa provém
do potencial eletroquimico gerado pela cadeia de transporte de elétrons,
através de bombeamento de prétons H* para o espacgo intermembranas. Este
potencial eletroquimico é utilizado pela ATP sintetase para fosforilar ADP a
ATP. Assim, a cadeia respiratéria, que controla este potencial de membrana
mitocondrial, é acoplada a fosforilagdo oxidativa.

Elétrons provenientes das coenzimas NADH e FADH; reduzidas durante a
oxidagao de carboidratos, aminoacidos e acidos graxos, sao transferidos ao
complexo | e Il, respectivamente. O complexo | transfere seus elétrons a forma

oxidada da coenzima Q (UQ), gerando a forma reduzida desta coenzima
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(UQHy). Elétrons recebidos através do complexo Il passam para a UQ através
do complexo Il, resultando também na reducdo da coenzima Q. Em alguns
tecidos, a coenzima Q pode também ser reduzida pelo glicerol-3-fosfato
desidrogenase (na presenca de glicerol-3-fosfato citosélico) ou pela ubiquinona
oxiredutase (como resultado da p-oxidacao de acidos graxos). A UQH. é entao
desprotonada, resultando na formagdo da espécie anibnica semiquinona
(UQH®), a forma que doa elétrons ao citocromo c. Este transfere elétrons a
citocromo oxidase (complexo IV) que é responsavel pela transferéncia de
elétrons para o oxigénio, resultando na geracao de agua, em um processo
envolvendo quatro passos consecutivos de transferéncia de um elétron (58).

Segundo MITCHELL (59), a passagem de elétrons através da sequéncia de

+
intermediarios redox da cadeia respiratéria permite um fluxo de H da matriz
mitocondrial para o espago intermembranas, contra um gradiente de
concentragdo A formagédo deste potencial eletroquimico transmembréanico € o

elemento inicial do acoplamento entre a oxidacao de substratos e a fosforilacao

do ADP em ATP. O fluxo de H+ do espaco intermembranas através da ATP
sintetase, de volta ao interior da mitocéndria, desta vez a favor do gradiente,
fornece energia para a fosforilacdo do ADP. A ATP sintetase, responsavel por

esta reacao, é constituida de duas unidades distintas denominadas F1, solavel e

localizada na matriz mitocondrial, e Fo, hidrofobica e mergulhada na membrana
mitocondrial interna, onde estdo também localizados os complexos da cadeia

respiratéria (FIGURA 3).
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A geracao de um gradiente eletroquimico transmembranico de prétons € um
elemento central no aproveitamento de energia em sistemas bioldgicos.
Evolutivamente este mecanismo € fundamental, j& que é aproveitado tanto na
fosforilagdo oxidativa em mitocdndrias quanto na fotossintese de ATP em
cloroplastos. Além disso, este gradiente pode ser usado diretamente para
processos ativos de transporte (por exemplo endergdnicos) sem a participacao

de ATP. Sao exemplos deste mecanismo de acoplamento direto as trocas
4- 3- +
eletroforéticas de ATP por ADP , a reducao de NAD(P) pela transidrogenase

especifica e a captacao eletroforética de Ca2+ :

Como a geracao mitocondrial de O2" é um processo continuo e fisiolégico, a
mitocéndria possui um eficiente sistema antioxidante, composto por enzimas
tidlicas, superdxido dismutase, glutationa, NADPH, vitaminas E e C (FIGURA 2)

(60-63).
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FIGURA 2. Esquema da cadeia respiratoria e sistema redox mitocondrial mostrando
o transporte de elétrons, a geracao da forca proton-motriz, formacao de espécies
reativas de oxigénio e atividades de enzimas antioxidantes (2) modificado por (3).

1.6. TRANSICAO DE PERMEABILIDADE MITOCONDRIAL

Devido ao alto conteddo protéico da membrana mitocondrial interna, é
esperado que estas proteinas sejam um dos principais alvos das EROs geradas
pela mitocondria. Estas proteinas sofrem extensa oxidacdo em condi¢cdes de
estresse oxidativo mitocondrial induzido por Ca* (64-69). As EROs,
principalmente o radical hidroxil, sdo capazes de oxidar residuos de cisteina e
metionina proteicos, levando a formagéo de ligagbes cruzadas S-S e sulféxido de
metionina, respectivamente. Como a oxidacdo de residuos de metionina tem
pouco efeito sobre a estrutura e funcdo protéica (70), a disfungdo mitocondrial
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devido a oxidacao de proteinas da membrana mitocondrial, provavelmente esta
associada a oxidacao de residuos de cisteina, com a formacdo de ligacdes
cruzadas S-S (64, 67).

As alteragdes oxidativas das proteinas da membrana mitocondrial interna
que ocorrem na presenga de Ca?* levam a uma permeabilizagdo ndo especifica da
membrana mitocondrial interna, conhecida como transicdo de permeabilidade
mitocondrial (TPM- para revisao (4, 71, 72). A TPM é caracterizada por uma
permeabilizacdo progressiva da membrana mitocondrial interna, que
gradativamente se torna permeavel a prétons, ions, outros solutos e até mesmo
pequenas proteinas (72). Esta permeabilizacdo é dependente da presenca de
Ca®* intramitocondrial, e é inibida por concentragdes submicromolares de
ciclosporina A, um imunossupressor (73, 74), provavelmente devido a ligacao da
ciclosporina a ciclofilinas da membrana mitocondrial interna, que seriam
necessarias para a abertura do poro da TPM (75, 76). Experimentos com animais
Knockout (77) mostram a importancia da ciclofilina D na TPM. Foi verificado que
houve protecdo contra a geracdo de EROs e a formacdo de TPM. O nome
"transicdo de permeabilidade" € utilizado devido a observacdo de que a
permeabilizacdo mitocondrial pode ser parcialmente revertida pela adicdo de
quelantes de Ca®* ou redutores ditidlicos logo apés a permeabilizacdo (FIGURA 3)

(65, 67, 78, 79).

35



Oxidagéo de

w :l' .FL
I

TPM

SH H,0 + O,
HE =——, HO-
talase
Fe2+
GPx/TPx .
02__ MnSOD H202 /\G H,O
2GSH/TSH =28 sssG/TSST
Matrix

MADPH
MAD*
Espaco
intermembrana

FIGURA 3. Modelo proposto para explicar a formacao do poro de transicao de
permeabilidade induzido por Ca** e EROs na membrana mitocondrial interna (4). A
cadeia respiratéria, inserida na membrana mitocondrial interna, constantemente gera
pequenas quantidades de radicais O . Estes radicais sdo normalmente removidos pela
Mn-superéxido dismutase (MnSOD), que promove a geragdo de H,O,. O H,O, é entdo
reduzido a H,O pela glutationa peroxidase (GP), tioredoxina peroxidase (TP) ou catalase
(em mitocondria de coragao). GSH, oxidado pela GP, e TSH, oxidado pela TP, séao
recuperados pelo sistema enzimatico glutationa e tioredoxina redutases (GR e TR), que
usam NADPH como doador de elétrons. NADH, que esta presente em quantidades
reguladas pela respiragdo, reduz entdo NADP* usando a NAD(P) transidrogenase.
Quando a geracdo de O, ~ aumenta na presenca de Ca®* e Pi, e/ou os mecanismos de
remocdo de H,O, estdo inativados, H,O, acumula-se e na presenca de Fe** | gera o
radical OH" altamente reativo. OH’ oxida grupos tiélicos (-SH) do complexo do poro de
TPM, levando a formacdo e abertura do poro. Alternativamente, OH" pode promover
permeabilizacdo da membrana através da peroxidagao lipidica, um processo fortemente
estimulado por Pi.
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Embora a oxidagdo de grupamentos tidlicos na TPM seja um processo
generalizado (4, 66, 80), é provavel que a permeabilizacdo da membrana
mitocondrial seja promovida pela oxidacdo de um grupo especifico de proteinas
(65, 67, 71, 81). O translocador de ADP/ATP é a proteina mais abundante da
membrana mitocondrial interna, possui quatro residuos de cisteina (82) e
certamente esta envolvido no processo de TPM. Ligantes do translocador de
ADP/ATP que o mantém na sua configuragcdo c¢ (o sitio de ligagdo para o
nucleotideo esta voltado para o lado citoplasmatico), como ADP e bongkrekato,
inibem e até revertem a TPM, enquanto ligantes que mantém o translocador em
sua conformacgédo m (o sitio de ligacao para o nucleotideo esta voltado para o lado
da matriz mitocondrial), como o carboxiatractilosideo, promovem TPM (67, 78, 83).
O ADP também ¢é capaz de inibir parcialmente, de modo sensivel a
carboxiatractilosideo, oxidacdo de grupamentos tidlicos de proteinas de
membrana mitocondrial promovida por TPM (67). Por outro lado, Novgorodov e
colaboradores (84) demonstraram que o translocador de ADP/ATP participa
indiretamente da formagdo do poro de TPM. Estes resultados sugerem que
alteracées na configuracdo do translocador de ADP/ATP podem mudar o
posicionamento de grupamentos tidlicos de proteinas de membrana, promovendo
ou inibindo sua oxidacao, e, consequentemente, a ocorréncia de TPM (72).

1.7. CALCIO E MEMBRANA ASSOCIADA A MITOCONDRIA (MAM)

As variagdes da concentragdo citoplasmatica de Ca?* sdo fundamentais
para a sinalizacdo de varios processos celulares, tais como, proliferacao,
secrecao, transporte, ativacao de genes, e também para morte celular por necrose

ou apoptose.

No espagco extracelular a concentracdo de Ca®* é de 1-2 mM. O Ca®* entra
na célula através de canais de especificos situados na membrana plasmatica. As

organelas como, reticulo endoplasmatico, principalmente e a mitocéndria sao
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organelas que podem captar Ca** do citoplasma e armazena-lo em grandes
concentragdes, para equilibrar a concentragdo de Ca®* no citoplasma. O reticulo
endoplasméatico é capaz de captar entre 250 e 600 uM de Ca®** (5) e na
mitocondria a concentracdo de Ca?* livre é entre 100 a 300 nM (85, 86).

Além dessas organelas captarem o Ca?* citoplasméatico por canais
especificos como SERCA (reticulo) e VDAC (mitocondria), existe uma interacao
fisica e direta entre o reticulo endoplasmatico e a mitocédndria, e essa interacao é
formada por diversas proteinas presentes na membrana do reticulo (AKT, IP3R
entre outras), na membrana da mitocéndria (VDAC) e ainda ha uma proteina que
faz a ponte entre essas proteinas do reticulo com as proteinas da membrana
mitocondrial, transferindo-se assim o Ca?®* de uma organela para a outra
independentemente do citoplasma. Essa fracdo subcelular é conhecida como
MAM (Mitocondrial Associated Membranes — FIGURA 4) (5). Em condicoes
fisiologicas, as proteinas localizadas no MAM (PML, AKT, grp-75, BiP) regula a
liberacdo de Ca®* do reticulo endoplasmatico para a mitocondria, de acordo com
a necessidade da mitocéndria frente a estimulos para seus processos funcionais
ou mesmo para a morte celular. Porém, essas proteinas reguladoras de liberacao
de Ca®* podem ser desreguladas, liberando Ca®* do reticulo para a mitocdndria,
em excesso. Estando o Ca®* em excesso na matriz mitocondrial, podem ser
desencadeadas reacgoes irreversiveis como a TPM.

Essa aproximagdo do reticulo endoplasmatico e da mitocondria ocorre
devido a seletivas tranferéncias de Ca®* em variados tipos celulares e uma das

razdes dessa aproximacgao € devido a fusao e fissdo mitocondrial (5).
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FIGURA 4. Representacdo da dinamica de Ca®* intracelular e das proteinas
do MAM envolvidas no transporte de Ca* do reticulo endoplasmatico e
mitocondria (modificado de (5)). Uma série de estimulos atua sobre os
receptores da membrana plasmatica ativando a proteina PLC que catalisa a
hidrélise do fosfatidilinositol 4,5 bifosfato ao IP3. O IP3 se liga ao receptor IP3R
estimulando a liberacdo de Ca?* do reticulo endoplasmatico para a mitocondria.
Esse transporte é feito de forma direta através da proteina grp75, transferindo o
Ca®* do reticulo para a mitocdndria através do VDAC. Na MMI ha uma série de
canais e bombas que introduzem ou retiram o Ca®" da matriz mitocondrial, porém,

este Ca®* em excesso na matriz pode causar danos irreversiveis como a TPM.
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1.8. MORTE CELULAR INDUZIDA POR TPM

Na morte celular necrética, o aumento do Ca** citosélico ocorre por faléncia
dos mecanismos homeostaticos do céation, o que pode levar a TPM generalizada,
deplecédo de ATP e morte celular. No caso da morte por apoptose, relacionada ao
aumento de Ca?, a TPM seria um evento localizado em sitios de aumento
regulado deste ion e a manutencdo da producao de ATP, seria preservada as
custas de mitocondrias ndo atingidas. A abertura do poro de transicdo de
permeabilidade promove a liberacdo de fatores pré-apoptédticos mitocondriais tais
como Pré-caspase 9, SMAC/DIABLO, fator indutor de apoptose (AlF) e citocromo
c. A presenca destes fatores no citosol leva a ativagao de proteases denominadas
caspases, que iniciam a fase efetora da apoptose e culminam com o encolhimento
e fragmentacao celular, formando os corpos apoptoéticos. No nucleo celular ocorre
condensacao da cromatina e fragmentacdo do DNA. Finalmente, os restos
celulares sao fagocitados por células vizinhas. Este processo é fisiologico e
necessario para a vida de seres muliicelulares, pois elimina células
desnecessarias ou disfuncionais, sem desencadear um processo inflamatério.
Porém, a auséncia de controle dos mecanismos de regulacao da apoptose pode
levar ao aparecimento de doencas degenerativas (Alzheimer, Parkingson) ou

proliferativas (cancer) (para revisao (79, 87)).
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2. JUSTIFICATIVA




O DM1A é caracterizado por uma doenca imunolégica como resultado de
um processo autoimune mediado por célula T tendo as células beta pancreaticas
como alvo de destruicdo e essa destruicdo envolve a participacdo de EROs e
ERNs (88, 89). Uma das fontes de EROs e ERNs nesta doenga séo as citocinas
pré-inflamatérias como IL-13, IFN-y e TNF-a, as quais sao produzidas por células
T e macrofagos e sdo responsaveis por induzir apoptose e disfuncao das células
beta (89-91). A reducédo da fungdo das células beta ou a morte dessas células é
regulada por fatores transcricionais iniciados pelas citocinas pro-inflamatérias IL-
1B, IFN-y e TNF-a, combinadas (92). A transcricdo de fatores que induzem
apoptose pode ocorrer por diferentes mecanismos que levam a modulacao de
proteinas da familia Bcl-2, permeabilizacdo mitocondrial e ativacdo de caspases
(20, 93). Estes eventos descrevem a apoptose via intrinseca, ou seja, via
mitocondrial (1, 20).

As citocinas pré-inflamatérias combinadas podem levar a apoptose por
duas vias: pelo estresse de reticulo ou pela permeabilizacdo mitocondrial. E ainda
pode ocorrer apoptose independente das citocinas pré-inflamatérias, porém,
devido ao estresse de reticulo que leva ao dano mitocondrial e consequentemente
a apoptose (1).

Mitocbndrias tém sido sistematicamente investigada por sua relagdo com
patogenias, através da geracdo de EROs levando a apoptose. Sob condicoes
fisiolégicas, as mitocdndrias formam EROs, porém elas também possuem enzimas
antioxidantes para detoxificar essas EROs geradas pela prépria mitocondria,
controlando o estresse oxidativo (79, 94). O desequilibrio entre a geracao de

EROS e a acdo do sistema antioxidante, resulta em estresse oxidativo, o qual na
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presenca de Ca®* resulta na a morte celular através da TPM (4, 95). O TPM é uma
permeabilizacdo nao seletiva da membrana mitocondrial interna normalmente
promovida pelo acimulo de Ca?* o qual é estimulado por uma variedade de
componentes e condicbes (95). Este processo pode ser um entre Varios processos
que favorecem a sinalizacdo de moléculas de apoptose da mitocdndria para o
citosol (96).

Algumas doencas metabdlicas estao relacionadas com a geracdao de EROs
que podem levar a TPM, como: hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, disturbios
no metabolismo de glicose e dislipidemias (79, 94, 97-101). O objetivo principal é
estabelecer uma relagdo entre a disfungdo mitocondrial, principalmente pela
geracdo de EROS e as alteragdes do metabolismo da glicose, que levam ao
DM1A. Assim, o objetivo especifico deste estudo foi analisar a disfuncéo
mitocondrial em bidpsias de figado e musculo, mitocondrias isoladas de figado,
linfécitos de baco e circulantes, células tronco hematopoiéticas derivadas da
medula 6ssea e ilhotas pancreaticas de camundongos NOD em diferentes

estagios, antes, durante e depois da destruicao de células beta pancreaticas.

43



3. OBJETIVOS




3.1. OBJETIVOS GERAIS

Estudos realizados em nosso laboratério demonstraram a disfuncao
mitocondrial através da participacdo do poro de transicdo de permeabilidade
mitocondrial induzido por Ca®* em tecidos de modelos animais que apresentavam
estresse oxidativo, incluindo disturbios metabdlicos, tais como dislipidemias,
hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia (79, 98, 100, 101).
Dessa forma, sabendo que o diabetes mellitus tipo 1A é uma doenca auto-imune e
metabdlica e ainda, tendo em vista a provavel participacéo de espécies reativas de
oxigénio na destruicdo das células beta pancreéticas, nosso obijetivo foi investigar
possiveis alteragbes da fungdo mitocondrial associadas ao diabetes, em
camundongos NOD/unib nos estados nao-diabético, pré-diabético e diabético
comparado a animais da linhagem Balb/c (grupo controle) nas idades

correspondentes.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a eficiéncia da respiracdo mitocondrial e fosforilacao
oxidativa em bidpsias de figado e musculo esquelético e

mitocondrias isoladas de figado.

e Avaliar a suscetibilidade a abertura do poro de transicdo de
permeabilidade em preparagdes de mitocondrias isoladas de figado,
utilizando ensaios de inchamento mitocondrial e transporte de ion
célcio.
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Avaliar o estresse oxidativo ou dano celular através de indicadores
da geracdo de espécies reativas de oxigénio em mitocondrias
isoladas e células relevantes para o desenvolvimento do diabetes
tipo 1A: células linfomononucleares de bago e de sangue periférico,

células tronco isoladas de medula do fémur e ilhotas pancreaticas.
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4. MATERIAL E METODOS




4.1. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados camundongos NOD/unib e Balb/c fémeas provenientes
do Centro de Bioterismo da UNICAMP (CEMIB) e armazenadas em condi¢coes
sanitarias livres de patdégenos conhecidos (SPF), com controle de luz e
temperatura, recebendo racdo e agua ad libitum, no biotério do laboratério de
Imunologia e Alergia Experimental da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP, sob supervisao do Professor Doutor Ricardo de Lima Zollner. De
acordo com Ventura-Oliveira et al. (2003) (102) e Vilella et al. (2005) (103), que
utilizaram a mesma colénia de camundongos NOD, provenientes do CEMIB e
mantidos no mesmo biotério SPF, camundongos NOD/unibcom 4 a 6 semanas de
vida possuem pouco infiltrado inflamatério (sendo considerados néo diabéticos), o
infiltrado inflamatério é pouco maior com 8 semanas de vida (sendo considerados
pré diabéticos) e com 16 e 20 semanas de vida ha a presenca de insulite, estando
as ilhotas destruidas (sendo considerados diabéticos). Tendo em vista que o
Diabetes Mellitus tipo 1 A ocorre de maneira progressiva, 0s camundongos
NOD/unib foram divididos em 3 grupos de acordo com a destruicao das ilhotas:
o N&o-diabético: constituido por animais com 4 a 6 semanas de vida e

glicemia até 100 mg/dL.

o Pré-diabético: constituido por camundongos com 7 a 10 semanas de vida

e glicemia entre 100 e 150 mg/dL.

. Diabéticos: composto por animais com 14 a 25 semanas de vida e
glicemias acima de 250 mg/dL.
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Como grupo controle, nés utilizamos os camundongos Balb/c nas idades
correspondentes aos camundongos NOD/unib.

A glicemia foi verificada nos camundongos NOD/unib semanalmente
retirando-se amostra de sangue da veia caudal do animal e submetida a glicofita
(Optium ™, Abbott Diabetes Care Limited , Reino Unido)(104, 105).

.O sacrificio foi feito por deslocamento cervical, seguido da extracdo de
cada 6rgao a ser analisado. Somente para a extracao de sangue total por puncao
cardiaca, os animais foram submetidos a anestesia intraperitoneal de tiopental

sédico (Thiopentax, Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Brasil).

4. 2. BIOPSIA DE FIBRA DE MUSCULO ESQUELETICO

O masculo esquelético séleo foi retirado e mantido em um meio de
conservacdo de bidpsias contendo tampdo Ca?* /EGTA 10 mmol/L, imidazol 20
mmol/L, MES 50 mmol/L, dithiothreitol 0,5 mmol/L, MgCl, 7 mmol/L, ATP 5
mmol/L, fosfocreatina 15 mmol/L, pH 7,1. Em seguida 3-5 mg de tecido foram
retirados e, com o auxilio de pingas, as fiboras do tecido foram dissecadas e
pesadas. Em seguida, as fibras foram inseridas em meio de conservacao de
biépsias acrescido de saponina 50 ug/ml por 30 minutos, para a permeabilizacao
das células. Apés esse periodo, o tecido foi lavado por 3 vezes em meio MiR05
(lactobionato de potassio 60 mmol/L, EGTA 0,5 mmol/L, MgCl> 3 mmol/L, taurina
20 mmol/L, KH>PO4 10 mmol/L, HEPES 20 mmol/L, sacarose 110 mmol/L, BSA 1

g/L, pH 7,1).
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4. 3. BIOPSIA DE FIGADO

O figado foi retirado e cortado em fragmentos de 1 mm no aparelho Tissue
Shopper e em seguida foi colocado no meio de conservacao de bidpsias contendo
tampao Ca®* /EGTA 10 mmol/L, imidazol 20 mmol/L, MES 50 mmol/L, dithiothreitol
0.5 mmol/L, MgCl, 7 mmol/L, ATP 5 mmol/L, fosfocreatina 15 mmol/L, pH 7.1. Em
seguida 3-5 mg de tecido foram retirados e, com o auxilio de pincas, o tecido foi
pesado. Em seguida, os fragmentos de figado foram inseridos em meio de
conservacao de biopsias acrescido de saponina 50 ug/ml por 30 minutos, para a
permeabilizacao das células. Apds a esse periodo, o tecido foi lavado por 3 vezes
em meio MiR05 (lactobionato de potassio 60 mmol/L, EGTA 0.5 mmol/L, MgCl, 3
mmol/L, taurina 20 mmol/L, KH-PO4 10 mmol/L, HEPES 20 mmol/L, sacarose 110

mmol/L, BSA 1 g/L, pH 7,1).

4.4. ISOLAMENTO DE MITOCONDRIAS DE FIGADO DE CAMUNDONGO

Mitocondrias foram isoladas de figados de camundongos utilizando-se a
técnica de centrifugagao diferencial, segundo Schneider e Hogeboom (106). Os
figados, retirados ap6s a morte dos animais por deslocamento cervical, foram
lavados em solucao de sacarose 250 mM contendo tampao 10 mM de HEPES pH
72 e 0,5 mM de EGTA, picados com tesoura e homogeneizados em
homogeneizador Potter-Elvehjem. O material foi centrifugado a 2500 rpm por 10
minutos. O sobrenadante resultante foi centrifugado durante 10 minutos a 8000
rpom sendo a fase lipidica superior retirada com pipeta Pasteur. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento ressuspenso em 250 mM de sacarose, 5 mM de
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HEPES pH 7,2 e 0,3 mM de EGTA, e novamente centrifugado como a condicao
anterior. A fracdo mitocondrial foi ressuspensa na mesma solucao e isenta de

EGTA.

4.5. ISOLAMENTO DE CELULAS ESPLENICAS

Bacos foram cuidadosamente homogeneizados em um homogeneizador
manual Douncer e depositado sobre gradiente de Ficoll-Hypaque (d = 1,076g/ml)
sendo a seguir centrifugados a 1400 rpm por 25 minutos a 24°C. Ao final da
centrifugagdo, a camada correspondente as células mononucleares, localizadas
na interface entre o gradiente e o plasma foi coletada, removendo-se eritrécitos e
debris através de duas ou trés lavagens em PBS a 500 rpm por 10 minutos a
24°C. As células foram ressuspensas em PBS e contadas usando camara de
Neubauer e s6 utilizadas quando apresentaram viabilidade celular >98% em azul

de tripan.

4.6. ISOLAMENTO DE CELULAS LINFOMONONUCLEARES A PARTIR

DE SANGUE PERIFERICO

O sangue periférico foi retirado dos camundongos através de pungéo
cardiaca com uma seringa de 1 ml e transferido para tubo coletor contendo
anticoagulante. Logo apéds, o sangue retirado de 2 animais foi transferido para

tubo falcon de 15 ml contendo 2 ml de Ficoll-Hypaque (d = 1,076g/ml; Sigma).
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A transferéncia foi realizada com o auxilio de pipeta Pasteur, para evitar a
mistura do sangue com o ficoll, de modo a formar duas fases. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 2000 rpm por 20 minutos. Apds centrifugacéo, o
anel de célula formado na interface das solucdes foi retirado com pipeta Pasteur e
transferido para outro tubo falcon de 15 ml, completando o volume com PBS para
10 ml e em seguida foi centrifugado a 1500 rpm por 20 minutos. O sobrenadante
foi descartado e a fracao celular foi ressuspensa em 5 ml de tampao de lise,
ficando por 15 minutos em temperatura ambiente. Ap6s esse periodo, foi
acrescentado 5 ml de PBS e centrifugado a 1500 rpm por 15 minutos. O
sobrenadante foi novamente descartado e foi feita outra lavagem com PBS. A
fracdo celular foi ressuspensa em PBS e submetida a coloracdo Azul de Tripan

para a contagem das células.

4.7. ISOLAMENTO DE CELULAS TRONCO DE MEDULA FEMURAL

Apbs o sacrificio dos animais os fémures foram expostos. Em seguida, os
fémures foram seccionados entre a articulacao fémur-iliaca e fémur-tibial. Com o
auxilio de uma seringa e agulha, foi injetado PBS suplementado com 10% de soro
fetal bovino. A suspensdo celular foi entdo colocada em tubo Falcon e
homogeneizada até a total dissociacdo das células. Em seguida, a suspensao foi
transferida para tubo falcon de 15 ml contendo 3 ml da Ficoll-Hypaque (d =
1,076g/ml; Sigma). A transferéncia foi realizada com o auxilio de pipeta Pasteur,

para evitar a mistura do sangue com o ficoll, de modo a formar duas fases. Em
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seguida, as amostras foram centrifugadas a 2000 rpm por 20 minutos. Apéds
centrifugacao, o anel de célula formado na interface das solugdes foi retirado com
pipeta Pasteur e transferido para outro tudo falcon de 15 ml completando o volume
com PBS para 10 ml e logo a seguir foi centrifugado a 1500 rpm por 20 minutos. O
sobrenadante foi descartado e a fracao celular foi ressuspensa em 5 ml de tampao
de lise, ficando por 5 minutos em temperatura ambiente. Apds esse periodo, foi
acrescentado 5 ml de PBS e centrifugado a 1500 rpm por 15 minutos. O
sobrenadante foi novamente descartado e foi feita outra lavagem com PBS. A
fracdo celular foi ressuspensa em PBS e submetida a coloragdo por Azul de

Tripan para a contagem das células.

4.8. ISOLAMENTO DE ILHOTAS PANCREATICAS

As ilhotas foram isoladas seguindo-se a técnica originalmente descrita por
MOSKALEWSKI (107), aplicada a pancreas murino por LACY e KOSTIANOVSKY
(108), com algumas modificacées. A cavidade abdominal e toracica foi aberta e o
pancreas localizado. Apds distensdo e seu isolamento dos outros 6rgaos, o
pancreas foi infundido com solucao de Hank enriquecido com 2,8 mM de glicose,
contendo 2 mg/ml de colagenase (Sigma) através de seringa até o seu
intumescimento. A seguir, o 6rgao foi removido e transferido para uma placa de
Petri onde sofreu fragmentacdo suave com o auxilio de tesoura cirurgica. A
suspensao foi entdo 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
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banho térmico, o tubo foi agitado manualmente por aproximadamente 1 minuto,
para finalizar a digestdo do 6rgao. Em seguida, o conteudo foi transferido para um
Becker de 100 ml e adicionado Hank gelado até completar volume de 80 ml. Apds
intervalo de 2 minutos, o sobrenadante foi aspirado com uma seringa de 20 ml.
Repetiam-se este procedimento trés vezes com a finalidade de separacédo do

tecido adiposo, colagenase e enzimas pancreaticas.

O isolamento das ilhotas foi realizado manualmente através de lupa,
colocando-se por volta de 10 ml da suspensao de ilhotas em Hank contendo 2,8
mM de glicose e 3 mg/ml de albumina em uma placa de Petri com fundo escuro.
As ilhotas foram coletadas por aspiracao, com auxilio de pipeta Pasteur. A seguir,
as ilhotas foram transferidas para outra placa de Petri com fundo escuro contendo
Hank suplementado com 2,8 mM de glicose e 3 mg/ml de albumina. As ilhotas
coletadas foram transferidas para tubo plastico de 1,5 ml e em seguida

submetidas aos experimentos de consumo de oxigénio e producao EROs.

4.9. DOSAGEM DE PROTEINAS

A concentracao de proteina foi determinada pelo método de biureto (109),
modificado pela adicdo de colato 1% (110). O principio do método baseia-se na
determinacao da concentracdo de ligacbes peptidicas através da medida da
absorbancia do complexo cobre-nitrogénio. Este complexo absorve em
comprimento de onda de 540 nm. A absorbancia é considerada diretamente
proporcional a concentracdo de proteina na solugcdo analisada, do qual uma

solugéo de BSA a 1% é utilizada como padréo.
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4.10. CONDICOES EXPERIMENTAIS DOS EXPERIMENTOS COM

MITOCONDRIAS ISOLADAS

Os experimentos com mitocéndrias foram realizados a 28°C em meio de
reagado padrao contendo 125 mM de sacarose, 65 mM de Cloreto de potassio, 10
mM de HEPES pH 7,2, 2 mM de fosfato de s6dio, e 1 mM de cloreto de magneésio.
Como substrato respiratério foi utilizado malato, piruvato, glutamato e a-
cetoglutarato (5 mM). Experimentos com células isoladas foram realizados a 37°C

em meio HBSS tamponado (Invitrocell).

4.11. CONSUMO DE OXIGENIO MITOCONDRIAL

O consumo de oxigénio por mitocdndrias isoladas (0,5 mg/ml) foi medido
em meio de reacdo padrdo, utilizando-se um eletrodo do tipo Clark (Hansatech
Instruments, Pentney King’s Lynn, GR) conectado a um oxigrafo tipo Clark, em
uma camara de acrilico de 0,5 ml, equipada com agitador magnético. A
concentracdo de oxigénio inicial no meio de reacdo a 28 °C é de 225 nmol/ml
(111). O consumo de oxigénio das bidpsias de musculo e figado foi medido
utilizando-se um oxigrafo de alta resolugdo OROBOROS (Innsbruck, Austria)
equipado com agitador magnético, utilizando 2 ml de meio MiR05, a 37°C e como

substrato respiratério foram utilizados glutamato 10 mM e malato 5 mM.
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4.12. ABERTURA DO PORO DE TRANSICAO DE PERMEABILIDADE

MITOCONDRIAL
Medida de inchamento mitocondrial

As suspensdes mitocondriais s&o turvas e espalham a luz incidente. A luz
espalhada é uma funcédo da diferenca entre o indice de refracdo da matriz e do
meio, e, qualquer processo que diminua esta diferenca ird diminuir a luz espalhada
e aumentar a transmitancia (112). Assim, um aumento no volume da matriz
mitocondrial, associado com a entrada de solutos permeaveis, resulta numa
aproximagao entre o indice de refracdo da matriz e do meio de reacdo com a
consequente  diminuicdo da luz espalhada. O  acompanhamento
espectrofotométrico da redugédo da absorbancia a 520 nm (113) foi realizado em
um espectrofotbmetro conectado a um registrador potenciométrico. As
mitocoéndrias de figado de camundongo (0,5 mg de proteina/ml) foram incubadas

no meio de reagao, e os experimentos foram realizados a temperatura de 28°C.

Transporte de ions calcio

Captagéo e liberagédo de ions calcio por mitocdndrias isoladas de figado (
0,5 mg/ml) foi determinada através da fluorescéncia emitida utilizando 0,1 yM
Calcium Green-5N (Molecular Probes) e espectrofotometro Hitachi modelo F4500
com comprimentos de onda de excitacdo e emissdo em 506 e 531 nm,

respectivamente e temperatura em 28°C (114).
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4.13. ESTIMATIVA DA PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE

OXIGENIO

Amplex Red

Mitocéndrias (0,5 mg/ml) foram incubadas em meio de reagao padrao a 28
°C adicionado 10 yM Amplex-red (Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, CA)
(115) e 1 U/ml HRP (116). A fluorescéncia foi monitorada usando o
espectrofluorimetro  RF5301 (Shimatsu PC, Kyoto, Japan) operando com
comprimento de onda de excitagdo e emissdo de 563 e 587 nm, respectivamente
e largura da fenda de 5 nm, sob constante agitacao.

H.DCF-DA

A producdo de EROs em mitocondrias, células e ilhotas isoladas dos
camundongos foi monitorada espectrofluorimetricamente usando o corante
permeavel a membrana HoDCF-DA (diacetato de diclorodihidrofluoresceina) (117,
118). Mitocbndrias (0,5 mg/ml) foram incubadas em meio de reagédo padrao a 28
°C adicionado 5 yM H,DCF-DA (Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, CA). A
fluorescéncia foi monitorada usando o espectrofluorimetro F4500 (Hitachi, Tokyo,
Japan) operando com comprimento de onda de excitagdo e emissao de 488 e 525
nm, respectivamente e largura da fenda de 2,5 nm, sob constante agitacao. Nas
células isoladas (linfécitos circulantes 10° células/ml, linfécitos esplénicos e células
tronco 10° células/ml) e ilhotas pancreaticas (25 i/ml) a oxidacdo do marcador

fluorescente H,DCF-DA foi realizada utilizando meio HBSS tamponado a 37 °C.
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MitoSOX Red

A producao de anion superoxido de origem mitocondrial foi medida usando
MitoSOX™ Red (Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, CA). As incubacdes
foram realizadas a 37°C em incubadora de CO- e o sinal de fluorescéncia emitido
pelo MitoSOX™ Red oxidado foi detectado por citometria de fluxo. MitoSOX™ Red
foi adicionado as células isoladas e lavadas (linfécitos circulantes 10° células/ml,
linfocitos esplénicos e células tronco 10° células/ ml) na concentracdo final de 5
mM em meio RPMI 1640 (Invitrocell) e incubado a 37°C por 10 minutos. Em
seguida, as células foram lavadas. A intensidade de fluorescéncia foi analisada
usando citdmetro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA, USA)
equipado com laser de argbnio e software CellQuest (version 4.1) com
comprimento de onda de excitacdo e emissdao de 488 nm e 620 nm,

respectivamente. Foi coletado minimo de 10.000 eventos (119).

4.14. ATIVIDADE DE CITRATO SINTASE

A atividade de citrato sintase foi realizada de acordo com Shepherd e
Garland (120). As amostras de figado, muasculo e de ilhotas foram
homogeneizadas em tampao Tris 50 mM, EDTA 1 mM, Triton X-100 5%, pH 7,4.
Ap6s centrifugacédo em 700 g por 10 min, os sobrenadantes foram recuperados e
diluidos em tampéao Tris 50 mM para a concentragao final de 1 mg. Cinco ug de
proteina de cada amostra foi adicionado em microplacas pipetando 250 uL do
meio de reacdo para citrato sintase. A leitura da microplaca foi feita em 412 nm

utilizando leitor de microplacas (PowerWave XS 2, BioTek) por 6 minutos. A
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atividade da enzima foi calculada como umol de citrato por minuto e expresso em

mg de proteina (U/mg).

4.15. ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram expressos em média + EPM (erro padrdo da média)
de, pelo menos, trés experimentos independentes realizados em duplicata ou
triplicata. As analises estatisticas foram feitas utilizando ANOVA para
comparacées multiplas, seguida pelo pds teste de Turkey e t teste para

comparagdes entre duas médias. p<0,05 foi considerado significante.
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5. RESULTADOS




Sabe-se que o Diabetes Tipo 1 (DM1A) nos camundongos NOD ¢é iniciado
pela inflamacao (insulite) causada pela infiltracdo de macréfagos e células T nas
ilhotas pancreaticas seguido da liberacédo de citocinas pré-inflamatérias como IL-1
B, TNF-a and IFN-y. Esses eventos contribuem para a indugao de apoptose das
células B pancreaticas (20, 39, 90) possivelmente mediada pela via mitocondrial
(20).

Neste trabalho estudamos as funcbes mitocondriais em varios tecidos
(figado, musculo, linfécitos, células tronco e ilhotas pancreaticas) em trés estagios
de infiltrado inflamatério e consequentemente o desenvolvimento do diabetes,
nomeados nao-diabéticos (glicemia < 100 mg/dL, 4-6 semanas de vida), pré-
diabéticos (glicemia 100-150 mg/dl, 7-10 semanas de vida) e diabéticos (glicemia
> 250 mg/dl, 14-25 semanas de vida) comparados com os camundongos controles
Balb/c nas idades correspondentes.

A FIGURA 5 representa atividade respiratéria mitocondrial em bidpsias
permeabilizadas de figado (painel A) e musculo s6leo (painel B) no estado de
repouso (adicdo de oligomicina A), fosforilando (adicdo ADP) e desacoplado
(adicado de FCCP). Os resultados das velocidades respiratérias foram
normalizados pela atividade de citrato sintase (pmol O,/ s / mU citrato sintase) e
demonstram que, independentemente do estagio da doenca, nao houve
diferencas significativas entre as atividades respiratérias dos camundongos NOD e
Balb/c em ambos os tecidos. Esses resultados estdo de acordo com os resultados
obtidos com mitocéndrias isoladas de figado de camundongos NOD nao-
diabéticos, pré-diabéticos e diabéticos comparados as mitocéndrias isoladas de

camundongos Balb/c nas idades correspondentes (Tabela 1). Observou-se que
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somente nas bidpsias musculares a atividade de citrato sintase diminuiu 32% no
estagio diabético (Tabela 2). Isso sugere que o DM1A reduz o numero de

mitocondrias nesse tecido.
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FIGURA 5. Respiracao mitochondrial (consumo de oxigénio) em bidpsias de figado (A) e musculo esquelético (B) nao
foi alterada em camundongos NOD antes e durante o desenvolvimento do diabetes. Bidpsias de tecidos (2-3 mg) foram
adicionadas em meio MiR05. Adi¢ées foram: 400 uM ADP, 1 mg/ml oligomicina, 0,2 uM FCCP para figado ou 1,5 uM FCCP

para musculo esquelético. Dados representados em média = Erro Padrao da Média de cinco experimentos independentes.



TABELA 1. Consumo de oxigénio em mitocéndrias isoladas de figado de
camundongos NOD e camundongos Balb/c nas idades correspondentes,
medidos na fosforilagdo oxidativa (V3, adicdo de ADP) e no estado de repouso
(V4). CR- controle respiratério.

Consumo de Nao diabético Pré-diabético Diabético

oxigénio em 4-6 semanas de vida 7- 10 semanas de vida 14 -25 semanas de vida
mitocéndrias

isoladas de
figado
(n atomos de Balb/c NOD Balb/c NOD Balb/c NOD
O/min/mg) n=8 n=8 n=11 n=12 n=16 n=16
Estado llI 516 +1,1 | 546+18 | 454+26 | 51,4+20 | 462+13 | 442+1.2
(Fosforilacdo
oxidativa)
Estado IV 96+03 | 11,0+03 | 9,0+05 10,2+ 0,4 9,4+0,2 8,8+0,3
(estado de
repouso)
Controle 54+03 | 50+0,3 50+0,3 51+0,3 49+0,2 52+0,3

Respiratério
(Estado lll/Estado
V)
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TABELA 2. Atividade de citrato sintase em biopsias de figado e musculo séleo
de camundongos NOD e Balb/c nas idades correspondentes (mU/mg de
tecido). Grupo nao-diabético (glicemia <100 mg/dL; 4-6 semanas de vida),
grupo pré-diabéticos (glicemia 100-150 mg/dL, 7-10 semanas de vida) e grupo
diabético (glicemia >250 mg/dL; 14-25 semanas de vida). *p< 0,05

Atividade de Nao diabético Pré-diabético Diabético
Citrato Sintase 4-6 semanas de vida 7- 10 semanas de vida 14 -25 semanas de vida
(um/mg de
tecido)
Balb/c NOD Balb/c NOD Balb/c NOD
n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Figado 3,4+0,7 3,6+0,2 28+0,2 29+0,6 25+0,6 23+0,7
Mdusculo 88+17 9,0+1,7 9,3+0,3 9,3+ 1,1 94+1,3 6,4+19*
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Uma vez que a apoptose pode ser desencadeada pela transicdo de
permeabilidade mitocondrial (TPM) foi avaliada a susceptibilidade das
mitocdndrias de camundongos NOD para este processo, determinando o
inchamento mitocondrial induzido por Ca®* e pela capacidade das mitocondrias
em manter o cation acumulado. A FIGURA 6 mostra que em todas as fases da
doencga as mitocondrias de figado de camundongos NOD apresentam extenso
inchamento sensivel a ciclosporina A, em contraste com mitocdndrias isoladas
de figado de camundongos Balb/c. Em concordéncia com esses resultados, as
mudancas na fluorescéncia de Ca** Green mostrado na FIGURA 7 indicam que
mitocdndrias de figado de NOD retém Ca®* por um periodo mais curto de
tempo do que mitocondrias de figado de Balb/c, independentemente do estagio
da doenca: mitocédndrias de Balb/c sdo capazes de reter calcio 3-5 vezes mais
do que mitocdndrias de NOD. Estes resultados indicam que mitocondrias de
figado de NOD sdo mais susceptiveis a TPM induzida Ca** e ndo esta

relacionado com o aumento dos niveis de glicemia.
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FIGURA 6. Suscetibilidade de inchamento mitocondrial induzido por
calcio em mitocondrias € marcadamente maior em camundongos NOD
antes e durante o desenvolvimento do diabetes. Mitocéndrias (0,5 mg/ml)
foram incubadas em meio padrdao a 28°C com adicdo de 60 uM Ca*.
Absorbancia em 10 minutos para Balb/c vs. NOD foram: Grupo N&o-diabético:
1,1 £ 0,2 vs. 0,86 = 0,1; Grupo Pré-diabético: 1,06 + 0,2 vs. 0,82 + 0,1; Grupo
Diabético: 1,3 + 0,3 vs. 1,02 + 0,3. P<0,05 para todas as comparacées. Dados

apresentados em média + Erro Padrao da Média. Figura representativa de oito

experimentos em duplicatas.
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FIGURA 7. Capacidade mitocondrial de retencao de calcio é
profundamente reduzida em camundongos NOD antes e durante o
desenvolvimento do diabetes. Mitochondrias (0,5 mg/ml) foram incubadas
com meio padrdao a 28°C com 0,1 pM calcium green em 5 N de sal
hexapotassio. Tempo (segundos) de liberacdo do calcio por Balb/c vs. NOD
foram: Grupo ndo diabéticos: 972,2 + 122,0 vs. 349,2 + 132,9; Grupo Pré-
diabéticos: 670,8 + 151,8 vs. 2445 + 96,6; Grupo Diabético: 968,9 + 28,5 vs.
182,8 £ 11,9; P<0.05 para todas as comparacdes. Dados apresentados em
média + Erro Padrdao da Média. Figura representativa de oito experimentos em

duplicatas.
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E conhecido (69, 72) que as espécies reativas de oxigénio (EROS) tem
um papel importante na abertura do poro TPM. Assim, utilizamos dois
marcadores diferentes para estresse oxidativo: Amplex red, uma sonda
especifica para peréxido de hidrogénio e H.DCF-DA o qual detecta uma grande
variedade de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (121), bem como os
danos e morte celular como consequéncia do estresse oxidativo (122).
Alteracao na fluorescéncia de ambos H,DCF-DA (FIGURA 8 A) e Amplex Red
(FIGURA 8 B) nas mitocondrias isoladas de figado de NOD ou Balb/c indicam
que apenas as mitocéndrias isoladas de camundongos NOD ndo diabéticos
estdo sob estresse oxidativo. Os dados sugerem que tanto a produgéo de H,O»
ou sua taxa de eliminagdo é significativamente alterada em mitocdndrias de
NOD nao-diabéticos, em comparagdo com a idade correspondente em
camundongos Balb/c controles. Curiosamente, em estagios mais avangados de
diabetes, as diferencas nas taxas de producédo de H>O, em mitocdndrias de

figado de NOD e Balb/c desaparecem.
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FIGURA 8. Geracao mitocondrial de H.O, (Amplex-red) é aumentada em
camundongos NOD nao-diabéticos, mas nao nos demais estagios da
doenca. Mitocbéndrias (0,5 mg/ml) foram incubadas com meio padrao a 28 °C,
na presenca de 1uM HoDCF-DA (A) e 10 uyM Amplex-red e 1 U/ml horseradish
peroxidase (B) e 10 pM Ca?*. Os resultados estdo expressos em porcentagem
em relacdo ao controle. Dados apresentados em média + Erro Padrdo da
Média de cinco experimentos independentes em duplicatas. *p < 0,05 NOD vs.

Balb/c (Student t test).
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Como DM1A é uma doenga autoimmune que envolve a ativacdo
linfocitaria, um processo associado ao estresse oxidativo (39, 43, 123, 124)
investigamos a producdo de EROS em linfocitos de bago e séricos e ainda
seus precursores, as células tronco. Células tronco hematopoiéticas podem ser
diferenciadas em células linféides como os linfécitos T e B, importantes no
desenvolvimento do DM1A (125). Para esses experimentos, utilizamos
H,DCF-DA e MitoSOX, um marcador para anion superéxido mitocondrial
apropriado para experimentos com células intactas (126, 127). Niveis mais
elevados de oxidagdo de HoDCF-DA ocorreram em todos os tipos de células
em todas as fases do diabetes em camundongos NOD em comparac¢ao com as
células de camundongos Balb / ¢ nas respectivas idades. Estes resultados nao
mostraram relacao linear para o estado glicémico dos camundongos (FIGURA
9, A-C). Em contraste com H,DCF-DA, as mudancas na fluorescéncia de
MitoSOX néao revelaram qualquer diferenca entre os camundongos NOD e
Balb/c em todas as fases da doenca nos linfécitos do baco (FIGURA 10 A), de
linfécitos circulantes (FIGURA 10 B), bem como células tronco hematopoéticas

(FIGURA 10 C).
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FIGURA 9. Oxidacao de H,DCF-DA é aumentada em linfécitos nao
permeabilizados e em células troncos de camundongos NOD antes e
durante o desenvolvimento do diabetes. 1 x 10° linfécitos de baco (A), 1
x 10° linfécitos circulantes (B) e 1x10° células tronco (C) foram incubadas
com meio HBSS na presenca de 1uM HDCF-DA. Os resultados estao
expressos em porcentagem em relagdo ao controle. Dados apresentados
em meédia + Erro Padrao da Média de cinco experimentos independentes
em duplicatas. *p < 0,05 NOD vs. Balb/c (Student t test).

72



MitoSOX

A — Linfécitos de bago B — Linfécitos séricos

200 - 200
150 150 -
<2 <o
[ o
£ 100 S £ 100 -
g Q g
o £ o
©
< 50 =3 50
0 ‘ ‘ | 0 -
Balb/c NOD Balb/c NOD Balb/c NOD Balb/c NOD Balb/c NOD Balb/c NOD
N&o - diabético  Pré - diabético Diabético Nao - diabético  Pré - diabético Diabético

C — Células tronco

200

150

100

MitoSOX
% do controle

50

Balb/c NOD Balb/c NOD Balb/c NOD

Nao- diabético Pré- diabético Diabético

FIGURA 10. Producao de superoxido mitochondrial (MitoSox) nao é
alterada nos linfocitos e células tronco intactos isolados de
camundongos NOD ao longo do desenvolvimento do diabetes. 1 x 10°
linfocitos de baco (A), 1 x 10° linfécitos circulantes (B) e 1x10° células tronco
(C) foram incubados com meio RPMI 1640 na presenca de 5 uM MitoSOX Red.
Os resultados estao expressos em porcentagem em relacéo ao controle. Dados
apresentados em média + Erro Padrao da Média de cinco experimentos

independentes em duplicatas. Foi aplicado teste estatistico Student t test.
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Infiltracdo de macro6fagos nas ilhotas pancreaticas de NOD € um evento
conhecido que antecipa a destruigao das ilhotas (39, 43). Portanto, avaliamos a
oxidacao de HoDCF-DA em ilhotas pancreéticas isoladas de camundongos
NOD nao-diabéticos. Camundongos com 4 semanas de vida foram usados
para obter ilhotas com minima infiltragdo celular. A oxidacdo de H.DCF-DA foi
7 vezes maior em ilhotas isoladas de NOD comparado a ilhotas de
camundongos Balb/c (FIGURAS 11 A e 11 B). Para avaliar se a oxidagao
exacerbada do marcador nas ilhotas de camundongos NOD estava relacionada
com o conteudo das mitocéndrias, medimos a atividade total de citrato sintase.
Nao foram observadas diferencas na atividade de citrato sintase em ilhotas de
camundongos NOD n&o diabéticos e Balb/c (FIGURA 11 C), indicando numero
semelhante de mitocdndrias funcionais na ilhota de ambos os grupos nessa

idade.
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FIGURA 11. Oxidacao de H,DCF-DA foi aumentada em ilhotas isoladas de
camundongos NOD nao diabéticos (4 semanas de vida) sem alteracao na
atividade de citrato sintase, comparado com ilhotas isoladas de
camundongos Balb/c na mesma idade. 25 ilhotas foram incubadas em meio
HBSS na presenca de 1 uM H2.DCF-DA. Representativo de trés experimentos
independentes em duplicata (A). Resultados expressos em porcentagem em
relacdo ao controle (B). Dados apresentados em média + Erro Padrao da
Média de trés experimentos independentes em duplicatas com 25 ilhotas.
Atividade de citrato sintase em ilhotas isoladas (C). Dados apresentados em
média + Erro Padrdo da Média de oito experimentos independentes em
duplicatas com 25 ilhotas.*p < 0,05 NOD vs. Balb/c (Student t test).
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6. DISCUSSAO




No presente trabalho analisamos a fungdo mitocondrial nos principais
orgaos metabolicos, como figado, musculo esquelético e ilhotas pancreaticas e
ainda nas principais células envolvidas em doencgas autoimunes, os linfécitos,
nas trés fases de desenvolvimento de DM1A: antes, durante e apds a
destruicdo das células beta pancreaticas no modelo NOD comparados aos
controles Balb/c da mesma idade.

O consumo de oxigénio e o numero de mitocéndrias funcionais em
bidpsias de figado no estado de nado diabetes, pré-diabetes e diabetes, nao
apresentaram alteragdes significativas comparadas aos controles. Contudo, em
bidpsias de musculo de camundongos diabéticos houve uma diminuigdo no
indicador de numero de mitocdndrias funcionais (atividade da citrato sintase).
Esses dados corroboram o trabalho de Bonnard e colaboradores (128) que
sugerem que a hiperglicemia pode ser responsavel pela diminuicdo da
biogénese mitocondrial em musculo esquelético em modelo experimental de
diabetes induzido por estreptozotocina. Os autores sugerem que essa
disfuncao mitocondrial poderia ser corrigida através do controle da glicemia
e/ou tratamento com antioxidantes. Herlein e colaboradores (129) também
mostraram que nao houve alteracdo da respiracdo mitocondrial em
mitocbndrias de figado de ratos diabéticos por estreptozotocina.

Uma maneira de se avaliar a funcionalidade e integridade das
mitocéndrias é determinar sua suscetibilidade a transicido de permeabilidade
em situacgoes fisiologicas e de estresse, as quais estdo diretamente ligadas
com suscetibilidade a morte celular. Verificamos que a susceptibilidade das

mitocéndrias hepaticas a sofrerem transicao de permeabilidade induzida por
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calcio foi, marcadamente aumentada, nas organelas obtidas de camundongos
NOD, antes e durante o desenvolvimento do diabetes em comparagdo aos
controles de mesma idade (Fig 5 e 6). Esta transicdo de permeabilidade foi
avaliada através da medida do inchamento (aumentado nos NOD) e da
capacidade de retencao de calcio na organela (reduzida nos NOD). A presenca
do calcio como agente indutor da TPM é altamente relevante, tanto do ponto de
vista fisiolégico (sinalizagdo), como patolégico (morte celular). H& uma
interacdo fisica entre o reticulo endoplasmatico (RE), principal depdsito
intracelular de caélcio (250 - 600 uM), e as mitocondrias. Essa interacdo é
mediada por membranas denominadas como MAM (Mitochondria Associated
Membranes), as quais podem ser isoladas em fracionamentos celulares e, séo
constituidas de proteinas que interagem com as membranas das 2 organelas
propiciando a transferéncia direta de Ca®* do RE para a mitocondria. Por
exemplo, a proteina grp75 faz a conexado do receptor de IP3 do RE com o
VDAC da mitocbndria (5). Assim, € evidente que a mitocdndria in situ pode
estar exposta a altas concentracbes de calcio liberadas diretamente do RE, e
independente da concentragdo citoplasmatica de calcio, em determinadas
condicoes fisioldgicas ou patoldgicas.

Como esta bem estabelecido em trabalhos do nosso grupo (79) que
TPM induzida por calcio é consequéncia de estresse oxidativo, realizamos
diversos experimentos em mitocdndrias isoladas e em células intactas para
estimar geracdo de EROS e/ou danos oxidativos. Utilizamos diversas sondas
fluorescentes disponiveis comercialmente: o Amplex red, o H.DCF-DA e o

MitoSOX. O Amplex Red usado em conjunto com horseradish peroxidase
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(HRP) é um indicador sensivel da producdo de H.O, em fluidos biol6gicos.
Apesar de criticas sobre o uso do HoDCF-DA por sua inespecificidade,
utilizamos este probe por ser um marcador para ampla variedade de EROs e
especialmente de ERNs, como o peroxinitrito (121), de qualquer origem
celular, ndo apenas mitocondrial. Além disso, a oxidagdo do H.DCF pode ser
indicativa de morte celular (122). O uso do probe MitoSOX nos informa
especificamente a produgdo de anion superéxido de origem mitocondrial em
células intactas (126, 127).

Nossos resultados indicam que a geracdo mitocondrial de H>O» (Amplex-
red) estd aumentada em mitocondrias de figado de camundongos NOD nao-
diabéticos, mas ndo nos demais estagios da doenca (Fig 9). Herlein e
colaboradores (129) também nao observaram alteracdo na produgéo de H>O»
em mitocondrias de figado de animais diabéticos por estreptozotocina. O
aumento de H>O, nas mitocéndrias de figado dos NOD nado diabéticos
observados por nés, poderia ser explicado pela ativacdo de macréfagos e
linfécitos nesta fase precoce da doenca (39, 89, 91), o que leva a um quadro de
inflamacédo generalizada, inclusive do tecido hepatico, rico em células de
Kupffer. Pode ser que o H>O, esteja presente apenas nos estagios iniciais da
doenca auto-imune, enquanto nos estagios mais avancados verifica-se a
presenca de produtos peroxidados, tais como lipoperoxidos, ndo detectados
pelo Amplex red.

Observamos que a oxidacao do probe H.DCF-DA est4d aumentada em
linfécitos intactos, tanto circulante quanto de baco, e em células troncos de

camundongos NOD antes e durante o desenvolvimento do diabetes (Fig 10).
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Essa oxidagdo de H,DCF-DA pode ter sido resultado tanto da agéo direta
de EROS e ERNS, como também refletir os danos causados por EROS, como
por exemplo, o extravazamento de ferro e de citocromo ¢ de mitocéndrias
danificadas para o citosol (122). Portanto, o H.DCF pode indicar tanto a
presenca de EROS e ERNs como ser considerado um marcador de morte
celular. Assim, estes resultados evidenciam danos oxidativos nas células de
NOD tanto nos estagios precoces quanto nos mais avangados do
desenvolvimento de diabetes, porém, ndo ha dados na literatura sobre a
oxidacao de H.DCF em linfocitos de camundongos NOD ou animais diabéticos
por espreptozotocina. Kim e colaboradores (130) isolaram linfocitos séricos e
esplénicos de ratos Zucher que possuem sindrome metabdlica e encontraram
aumento de H2O,, podendo estar de acordo com nossos resultados ja que o
HoDCF também detecta H>O..

Usando o MitoSOX, mostramos que a producdo de superoxido
especificamente de origem mitochondrial, ndo esta alterada nos linfécitos e
células tronco isolados de camundongos NOD ao longo do desenvolvimento
do diabetes (Fig 9). Herlein e colaboradores (131) também mostraram que nao
ha alteracdo na producdo de superoxido pelas mitocondrias isoladas de
musculo, coracdao e figado de ratos diabéticos por estreptozotocina. A
interpretacao dos autores atribuida a estes resultados € de que possam ocorrer
respostas adaptativas ao estresse oxidativo, por exemplo, aumento de enzimas
anti-oxidantes, tecido especificas, e pelo aumento da expressao ou eficiéncia
de UCP-3, a qual leva a redugdo da geracdo mitocondrial de EROS. No

entanto, € possivel que o aumento de superéxido nao seja detectado
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simplesmente porque este radical ja foi dismutado em H202 ou reagiu
diretamente com substratos, por exemplo, NO, formando peroxinitrito, o qual é
detectado pelo H.DCF. N&o encontramos outros dados da literatura sobre
producdo de superdxido em células linfocitarias de modelos de DM1A. No
entanto, Kim e colaboradores (130) verificaram a produgéo de anion superéxido
em linfocitos séricos e esplénicos de ratos com sindrome metabdlica e nao
encontraram aumento de superéxido nessas células.

As ilhotas pancreaticas isoladas de camundongos NOD n&o diabéticos
(4 semanas de vida) apresentaram a oxidacdo de H>DCF aumentada,
enquanto o numero de mitocondrias funcionais (atividade de citrato sintase)
nao estava alterado (FIGURA 12). Nesta fase anterior ao estabelecimento da
doenga, ha hipersecrecdo de insulina devido ao aumento do volume das
células beta em resposta ao aumento de citocinas pro-inflamatérias nas ilhotas
pancredaticas (46). Isso estd de acordo com a presenca de mitocéndrias
funcionais. Além disso, sabe-se que a presenca de citocinas e/ou 0 processo
inflamatério causam estresse oxidativo, o que explica o0 aumento de EROS ou
danos celulares observados nas ilhotas isoladas dos NOD nao-diabéticos.

Assim, nosso trabalho mostrou que as células linfocitarias dos
camundongos NOD oxidam mais Ho.DCF e que suas mitocondrias sdo mais
suscetiveis a abertura do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial
quando comparado aos camundongos Balb/c, ndo somente no estado de
diabetes, mas também no estado nao diabético e pré-diabético.

Esses eventos provavelmente ocorrem devido a diferentes fatores em

cada fase da doenca. No estagio inicial, a maior suscetibilidade a TPM nos

81



camundongos NOD nao diabéticos, assim como o aumento de H,O, nas
mitocdndrias isoladas e na oxidagdo de H,DCF pelas células linfocitarias,
podem ser explicados pela ativacdo de macrofagos e linfécitos presentes no
inicio do desencadeamento da doenga autoimune, e consequente aumento da
produgédo de citocinas pré-inflamatérias como IL-1 B, TNF-a e IFN-y (39, 89,
91). Apés a infiltracdo de linfocitos T em um tecido alvo, ha ativagdo de
macréfagos residentes e recrutamento de monocitos que se tornardo
macréfagos. Os macréfagos ativados produzem citocinas pré-inflamatérias (IL-
1 B e TNF-a) e EROs, principalmente via ativacdo da NADPH oxidase. As
citocinas e EROs podem ativar a transcricdo do NF-kB o qual pode induzir mais
producdo de citocinas pro-inflamatérias e mais EROs (NADPH oxidase),
sustentando um ciclo vicioso da produgdo de EROs e contribuindo para a
inflamacéo crénica (132).

Nos camundongos NOD pré-diabéticos, também observamos maior
susceptibilidade a TPM e aumento da oxidacao celular de H.DCF. Esses
resultados podem ser explicados pelo aumento de Ca?* intracelular nesta fase,
o que foi observado por Liang e colaboradores (46). Estes autores
descreveram que camundongos NOD com idades entre 10 e 14 semanas de
vida (pré-diabéticos) possuem menor expressdo da SERCA (proteina
reguladora de Ca®*" intracelular dependente de ATP) em células beta
pancreaticas quando comparadas as células de camundongos Balb/c. Em
consequéncia disso, ha aumento de Ca®* intracelular, fazendo com que a
secrecdo de insulina permaneca aumentada, favorecendo o controle da

glicemia. Se este achado também ocorrer em outros tipos celulares, esse
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aumento de Ca®" intracelular pode predispor as mitocondrias & TPM e
aumentar a geracdo de EROS tanto de fonte mitocondrial como extra-
mitocondrial.

Na fase em que os camundongos NOD sdo diabéticos, também
observamos aumento de suscetibilidade a TPM e aumento da oxidacdo de
H.DCF, provavelmente em consequéncia de diferentes fatores. A disfungcéo
mitocondrial nessa fase poderia ser causada pela formacdo dos AGEs
(produtos finais de glicacdo avangada) devido a hiperglicemia. Esses AGEs
sdo capazes de induzir respostas anormais in vivo, como aumento de
expressao e secrecdo de fatores de transcricdo como NF-kB , citocinas pro-
inflamatérias, causando alteragdes da matriz extracelular, alteragcdo das
proteinas da cadeia respiratéria mitocondrial, danos no DNA mitocondrial e
apoptose de diferentes tipos celulares (36, 37, 133). AGEs também podem
aumentar a expressao e atividade da NADPH oxidase e depletar o sistema
antioxidante contribuindo para a formacao de radicais livres (133) . Foi
verificado que ha aumento de AGEs em soro de pacientes portadores de DM1A
(38) assim como ha aumento das citocinas TNF-a, IL-1 e aumento das
proteinas JAK e STAT, modificando a sinalizacao celular associada a migracao
e proliferacao celular (133). Sabe-se que os AGEs presentes na dieta podem
antecipar o aparecimento do diabetes em camundongos NOD, assim como em
camundongos db/db (modelo experimental de resisténcia a insulina), e em
camundongos deficientes em apolipoproteina-E (modelo de aterosclerose),

devido ao processo inflamatério desencadeado por eles (37) .
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Portanto, nés verificamos que ha estresse oxidativo e transicdo de
permeabilidade mitocondrial nas trés fases de desenvolvimento do diabetes
auto-imune e que esses eventos podem ser por diferentes motivos, podendo

nao ser a mitocondria a causa direta do desenvolvimento.
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7. CONCLUSAO




Podemos concluir com nossos resultados que o estresse oxidativo
celular e a transigéo de permeabilidade mitocondrial precedem o aparecimento
do diabetes tipo 1A, e portanto, podem desempenhar um papel importante na
patogénese desta doenca. Observamos que:

e Nao houve alteracao na respiracdo mitocondrial em bidpsias de
figado e musculo esquelético e em mitocéndrias isoladas de
figado de camundongos NOD comparados aos camundongos
Balb/c nas trés fases da doenga. No entanto, existe um prejuizo
na quantidade de mitocondrias funcionais nos musculos dos
camundongos NOD.

e Mitocbndrias isoladas de figado de camundongos NOD possuem
maior susceptibilidade a transicdo de permeabilidade mitocondrial
na presenca de fons Ca®* nas trés fases do desenvolvimento do
diabetes

e Camundongos NOD néo diabéticos apresentaram maior produgéo
de peroxido de hidrogénio em mitocondrias isoladas de figado
quando comparadas as mitocdndrias de camundongos Balb/c na
mesma idade.

e Houve maior oxidacdo de H.DCF nos linfécitos esplénicos e
séricos e células tronco hematopoiéticas isoladas de
camundongos NOD nas trés fases do diabetes quando
comparadas as células de camundongos Balb/c nas mesmas

idades.
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Houve maior oxidacdo de H>DCF nas ilhotas pancreéticas
isoladas de camundongos NOD n&o diabéticos, ou seja, com 4
semanas de vida, comparada a oxidagao nas ilhotas isoladas de

Balb/c na mesma idade.
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