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RESUMO

A insulife estd presente em ambos os sexos do camundongo NOD (non obese
diabetic), enquanto a incidéncia do diabetes tem alta prevaiéncia em fémeas. O diabetes
manifesta-se em 90% das fémeas e aproximadamente em 20% nos machos. Neste
estudo, investigamos o efeito da testosterona na incidéncia do diabetes e no perfil de
citocinas Th1 no pancreas e em células esplénicas do camundongo i@mea NOD. Nés
utilizamos diferentes doses in vifro (5, 10, 20 e 30nM) e in vivo (174pM e 348uM) com
administracdo semanal e mensal. Os camundongos fémeas foram mantidos em
fratamento durante 28 semanas, iniciando na 4® semana de vida. Para os estudos in

vivo 0 tratamento semanal e mensal com 174uM de testosterona reduziu a incidéncia do

diabetes em 40%, enguanto o tratamento semanal com 348uM reduziu a incidéncia do
diabetes a 20%, indice semelhante ao do macho, com menor indice de insulite. No
pancreas, o perfil de citocinas Th1 esfava aumentado no grupo de animais fratados
diabéticos que no grupo de camundongos ndo diabéticos. Semethante aos resuitados
do estudo in vivo, os efeitos da testosterona in vifro sobre as citocinas Th1 de células
espiénicas exibiram tempo e dose-dependéncia. Contudo, o efeito da testosterona in
vivo sobre a diminui¢do do IFN-y foi mais proeminente. O efeito da testosterona sobre a
ativacdo da Stat3, Statd, Jak2 e Tyk2 evidenciou que ¢ estimulo a fosforilag@o de JakZ e
a fosforilagdo de Siat3 reduzida € dose-dependente. Estes resultados reforcam os
efeitos da testosterona sobre a incidéncia do diabetes tipo 1 e sua modulacao nos niveis
de citocinas Thle na fosforilacdo dos fatores de transcricdo no pancreas € em células

esplénicas no camundongo NOD.
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ABSTRACT

Insulitis is present in both gender of non-obese diabetic (NOD) mice,
whereas the incidence of diabetes is much higher in females; overt diabetes
appears in 90% of females and approximately 20% of males. In this study,
we investigated the effect of testosterone on the incidence of diabetes and
the Th1 cytokine profile in pancreas and spleen cells in female NOD mice.
Testosterone was employed at different doses (in vivo 174uM and 348uM;
and 5, 10, 20 or 30nM in vitro) and with variable frequencies (weekly and
monthly) of administration., Female mice were maintained under treatment
for 28 weeks, starting from the 4" week of life. Diabetes was diagnosed by
two consecutive blood glucose levels > 250mg/dL. For in vivo studies, the
weekly and monthly schedule of 174uM testosterone treatment reduced the
incidence of diabetes to 40% whilst the weekly dose of 348uM reduced the
incidence to 20%, an incidence similar that of male diabetes with a lower
insulitis index. In pancreas, the Th1 cytokine profile was higher in treated-
diabetic than non-diabetic mice. Similarly to in vivo studies, the in vitro effects
of testosterone on spleen celis Th1 cytokine were time and dose dependent.
However, in vivo, decrease in IFN-y was more prominent. Testosterone
activation of Stat3, Stai4, Jak2 and Tyk2 induced a dose dependent increase
in Jak2/Py and a decrease in Stat3/Py. These results demonstrate the effect
of testosterone on the incidence type 1 diabetes and its modulation of the
Th1 cytokine and transcription factor phosphorylation in NOD mice.
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1.INTRODUCAO




1.1. O Diabetes Mellitus

O diabetes mellitus é definido como desordem metabdlica de multipla
etiologia caracterizada por hiperglicemia cronica, que afeta o metabolismo de
carboidratos, lipidios e proteinas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1999),
resultante do déficit de producdo e/ou agio da insulina. Considerando-se as
caracieristicas efidiogicas do diabetes mellitis e seus mecanismos desencadeantes, essa
doenca é dassificada em dois fipos: diabetes fipo 1A: autoimune e 1B: idiopatico (DM-1), e
fipo 2, (DM-2) (ALBERTI & ZIMMET, 1998).

O inicio do DM-1 auto-imune é na maior parte das vezes, agudo,
acometendo mais freqlientemente criancas e adolescentes (EISENBARTH, ef
al., 1988). Nessa doenca € observada infiltracao mononuclear progressiva nas
ilhotas pancreaticas com destruicio seletiva de células § produtoras de
insulina resultando na deficiéncia desse hormédnio. Cutras células pancredticas

do sistema endodcrino, como as produtoras de glucagon (células o) ou

somatostatina (células 3) ndo sao afetadas (KIKUTANI & MAKINO, 1992).

Diversas evidéncias apontam para a origem auto-imune do DM-1
(BOTTAZZO ef al., 1974). Os autores descrevem auto-anticorpos circulantes,
denominados anticorpos anticélula da ilhota ou ICA (“isiet-cell antibodies™). Os
ICA s3o detectados precocemente antes da manifestacio clinica do diabetes e
sao considerados marcadores imunologicos do DM-1 sem efeito patogénico

direto (PALMER ef &/, 1981}
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Enfatizando-se o conceito do DM-1 em ser classificada como doenca
auto-imune, com seletiva destruicdo das células B das ilhotas pancreaticas e
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 (ROSSINI ef al., 1993; SCHWARTZ,
1993). Entrefanto, admite-se que outros mecanismos imunopatogénicos
possam estar envolvidos, tornando seu entendimento complexo. Estudos do
DM-1 auto-imune em modelos animais experimentais, fortalecem a hipotese
da ocorréncia de desequilibrio entre sub-populactes de células T

efetoras (BACH, 1994 e 1997).

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. Assim, em decorréncia
da falha no bloqueio, anergia e supresséo periférica da reatividade anti-células
B. ocorrem respostas que s3o direcionadas, coordenadas por linfocitos T CD4"
direcionadas a constituintes da células §, que sao processados e expostos por
células apresentadoras de antigenos (APC), favorecendo deste modo a

manifestagéo do DM-1 (LAFFERTY, 1997).

Um ndmero cada vez maior de antigenos presente nas células das
ithotas vem sendo identificado (ATKINSON ef al., 1992; BOTAZZO et &l

1991). S&o eles: sialoglicolipideo, insulina, receptor de insulina, fransportador
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de glicose (GLUT-2), proteina de choque térmico 65 (hsp 65),
carboxipeptidase H, ICA 512/1A-2 (tyrosine phosphatase-like). A proteina
giutamato descarboxilase (GAD) encontrada na membrana das células § é o
principal marcador no DM-1, o quél converte o acido glutdmico em Acido y-
aminobutirico (GABA), principal neurotransmissor inibitorio do sistema nervoso
central (BAEKKESKOV et al., 1990; ERLANDER & TOBIN, 1991; KIM ef al.,
2002). O GAD possui duas formas isoméricas denominadas GAD g e GAD 47,
0s quais estio presentes em 85-90% dos individuos com DM-1 (KELLER,
1990; HARRISON ef al., 1992; ATKINSON et al, 1992; HONEYMAN et al.,

1993; DURINOVICH-BELLO ef al., 1996).

Por outro lado, considera-se que a expressao de peptideos
imunogénicos na ceélula B, induzidos por foxinas e infecgbes virais, poderiam
aumentar a suscetibilidade a reacbes autoimunes {BACH, 1994). Além disso, a
predisposicdo genética do individuo para a destruicdo auto-imune, juntamente
com fatores ambientais, parece favorecer o desencadeamento dos

mecanismos de autcimunidade.

O papel do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) na
predisposicac genética ac DM-1 esta estabelecido com a associacao de genes Helf
com a manifestacéo dessa doenca. Esses genes influenciam no desenvolvimento do
DM-1 através da selecao posiifiva de clones auto-reativos no timo (presenca de aleios

de suscetibilidade); pela auséncia de selecdo negativa no fimo (falta de alelos
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protetores para delir clones auto-reativos) e, ainda pela auséncia de anergia
periférica de clones auto-reativos (gradiente de afinidade do MHC com o complexo
peptideo/TCR e auséncia de linfécitos T supressores restritos ac MHC) (NEPOM &
ERLICH, 1991; ATKINSON, 1997).

Diversos autores propdem que fatores variados de agressdo, como citocinas
liberadas pelos linfécitos T, atuem na destruic@o da célula p pancreatica (CORBETT
et al, 1993; EIZIRIK ef al, 1993; POCIOT et al., 1994; EIZIRIK et al., 1996). Tais
moléculas mediariam o processo inflamatério local, alterando a fungdo das células B
e contribuindo para a destruicdo das ilhotas pancreaticas. Entretanto, a analise da
patogénese do diabetes em humanos é limitado e por essa razdo é importante
destacar que grande parte das informagBes que susteniam a hipbtese da
participacao dos linfocitos T na imunopatogénese do DM-1 decorre de investigaco
de modelos animais geneticamente predispostos a essa doencga, como
os ratos da linhagem BB (Bio-Breeding) e os camundongos da linhagem

NOD (diabético nao obeso).

1.2. Modelos Experimentais de Diabetes Espontaneo auto-imune

1.2.1 Ratos Bio-Breeding (BB}

O rato BB € um modelo espontdnec de diabetes auto-imune que foi
descoberic no Canadd por NAKHOODA ef al( 1977), sendo denominado
inicialmente como BB/DP (diabetes prono). Esses animais desenvoivem DM
espontaneo entre 8° e 16° semana de vida. A frequéncia de manifestacdo ocorre

tanto em machos quanto em fémeas e a incidéncia da doenga varia nas diversas
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coldnias estabelecidas no mundo, ocorrendo por volta de 40 a 70% nesses animais.
0O estabelecimento clinico do diabetes mellitus nos ratos BB & precedido por um
periodo de pré-diabetes, caracterizado por insulite, onde se verifica a presenca de
anficorpos séricos anti-ithota pancredtica, similarmente ao que ocorre nos
camundongos NOD. A infiltracdo de células inflamatérias nas ilhotas pancreaticas
desses animais é consfituida principalmente de linfécitos T CD4" e CD8", podendo-

se encontrar também macréfagos e lfinfécitos B (SEEMAYER et al., 1982).

Além disso, esses animais desenvolvem outras doencas autoimunes
como a tiroidite e expressam niveis séricos elevados de auto-anticorpos
orgao especificos como anti-tireoglobuiina, anti-mucosa gastrica e

antimasculo liso (YALE & MARLISS, 1982).

1.2.2. Camundongo NOD (diabético ndo obeso)

A linhagem de camundongo NOD representa modelo experimental descrito
por MAKINO ef al., 1880, que desenvolve espontaneamente diabetes meliitus auto-
imune semelhante aquele observado em humanos. Essa linhagem foi desenvolvida
no Japao, apds o cruzamento de uma sublinhagem CTS (propensa a catarata) com
linhagem né&o consanglinea ICR. O primeirc relato de DM-1 espontdnec foi
observadoc em apenas um camundongo fémea e a partir de cruzamentos seletivos de
sua prole, a linhagem NOD isogénica foi esiabelecida em 1980 no Laboratdrio

SHIONOGI ABURAHI como modelo animal para ¢ DM-1 (MAKINO ef al., 1980}

A colonia NOD/Shi demonstrou prevaléncia de diabetes entre 70-80% para

fémeas e 20% para machos. Contudo, diferengas na manifestacio do diabetes entre

17



diversas colbnias tém sido relatadas (POZZILLI et al, 1989). Fatores ambientais
como dieta e exposi¢do a virus tém sido considerados como causa das

diferencas de incidéncia.

No Brasil, a linhagem foi infroduzida e implantada na Universidade Estadual
de Campinas por PAVIN & ZOLLNER (1994), a parir de coldnias matrizes

provenientes do laboratério INSERM U-25-Necker, Paris, Franga.

O DM-1 clinico neste modelo animal desenvolve-se espontaneamente entre a
16° e 24® semana de vida, mais freqiientemente em fémeas. Polidipsia, politria,
glicosuria elevada, hiperglicemia e deficiéncia de insulina sdo observados nestes
animais, acompanhados de uma rapida perda de peso (MAKINO et al., 1980). A
remisséo esponténea raramente é observada com 6bito dos animais diabéticos entre
4 e 8 semanas depois da manifestacdo do diabetes, a menos que recebam terapia
de reposi¢ao com insulina. A prevaléncia da doenca varia nas diversas coldnias,
entre 5 e 90% nas fémeas e 0 e 50% nos machos. A coldnia NOD estabelecida e
mantida no Centro de Bioterismo da Unicamp (CEMIB) em condigdes livres de
patégenos (SPF), apresenta prevaléncia de diabetes entre 60-90% nas fémeas

e 5-20% nos machos.

O diabetes clinico nesses animais é precedido por uma fase pré-diabética
{insuiite), caracterizada pela infiltracio progressiva de células mononucleares nas
ilhotas pancreaticas (inicialmente linfocitos T CD4” e posteriormente linfocitos T
CD8"), que se inicia ac redor do primeirc més de vida. A segunda fase é
caracterizada pela destruico das células § produtoras de insulina e manifestacao do

diabetes (KIKUTANI & MAKINO, 1892).

18



A maioria das células mononucleares infiltradas no interior das ilhotas
pancreaticas €& representada por linfécitos T, sub-tipo Th1. Contudo, pode-se
verificar, em menor extensdo, a presenca de linfocitos B, macréfagos e células NK
(KAY et al, 1997, WONG ef al., 1987). Embora a maioria das células infiltrada seja
linfocitos T CD4", linfécitos T CD8" também sao observados. Nesses animais, a
infiltrago de células mononucleares & observada nas glandulas submandibulares,
lacrimais e tiréide tanto em fémeas quanto em machos, por volta de 9 semanas de

idade (KIKUTANI & MAKINO, 1992).

Durante o desenvolvimento da doenc¢a no camundongo NOD células CD4" e
CD8" exercem papel sinérgico, uma vez que o diabetes apenas se desenvolvera na
presenga de ambos subtipos (WONG, 1997). Portanto, linfécitos T CD4" podem ter
papel essenciai, ndo somente no inicio da insulite, como também na progresséc do
diabetes, uma vez que sua eliminacdo através da utilizacdo de anticorpos
monoclonais anti-CD4" pode suprimir a insulitt e, consegilentemente, o
aparecimento do diabetes no camundongo NOD (SHIZURU et al., 1988). Linfécitos
CD4" sac predominantemente observados na fase precoce da infiliracdo
(periinsular), onde sdo requeridos nos processos de expans@o clonal através da
producéo de IL-2 e, dessa forma, aumentado a ativagao de linfocitos T CD8™ (WONG
et al, 1997). A proporgac de células CD8” no infiltrado de células T cresce
substancialmente com ¢ tempo de destruicdo das células produtoras de insulina
(BEDOSSA ef al, 1989). Entretanto, existem evidéncias do papel dos linfocitos T
CD8" na fase efetora final da patogénese do diabetes, independente da presenca de

linfocitos T CD4” (NAGATA et al., 1994) (WONG ef al,, 1998). Dentre os mecanismos
.
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de destruicdo das ilhotas pancredticas estad a capacidade de realizar funcoes
citotoxicas através da utilizacdo de grénulos de perforinas e granzimas bem como
inducao de apoptose através da interacdo Fas/Fas-L (CHERVONSKY ef al, 1997;
INGELSSON et al., 1998, EIZIRIK & MANDRUP-POULSEN, 2001).

Os linfocitos T auto-reativos demonstram ter papel crucial no aparecimento do
diabetes nesses animais (TISCH & McDEVITT, 1996) e a ineficiéncia de sua
eliminacéo pode contribuir para a manifestacéo da doenga. Assim, observou-se que
a prevengao do DM espontdneo no camundongo NOD pode ser obtida através da
timectomia neonatal. Além disso, em camundongos NOD/nude (atimicos), verifica-se
reducéo da incidéncia de insulite sem manifestagdo do diabetes. Complementando
essas observagbes, autores descreveram que a administragdo de imunossupressores
com fungdo direcionada preferenciaimente para linfécitos T e administracdo de
anticorpos anti-CD3" (HAYWARD & SCHREIBER, 1989) séo capazes de suprimir a
ocorréncia do DM auto -imune espontaneo (O' REILLY ef al, 1991; BACH, 1994;
KAY ef al., 1997; WONG et al., 1997).

Muitos estudos tém demonstrado que o DM-1 pode ser induzido através da
transferéncia de células recém isoladas de bago de camundongos NOD diabéticos
para camundongos NOD jovens ndo diabéticos, camundongos NOD irradiados e
camundongos NOD-SCID, os quais ndo desenvolvem diabetes (MILLER et al., 1988;
ROHANE ef af., 1995; WONG & JANEWAY 1997).

No conjunto, essas observagdes relacionadas a participacéo do linfocitos T
tanto da insulite e, evolutivamente, do diabetes t&m reforcado, direta ou

indiretamente, a hipotese da etiologia autoimune. Contudo, apesar de experimentos
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envolvendo o camundongo NOD fornecerem evidéncias do papel chave de
substancias mediadoras da destruicdo das células p produzidas por linfocitos T CD4"
e CD8", existem evidéncias da presenca de mecanismos efetores finais apoptéticos

pelos quais essas células sdo destruidas.

1.3. Esteroides Sexuais e Doengas Autoimunes

Dados fisiolégicos, experimentais e clinicos demonstram a existéncias de
diferengas nitidas na resposta imune entre os sexos. As fémeas de varias espécies
apresentam resposta imunoldgica mais vigorosa, timo mais desenvolvido, maiores
concentragdes de imunoglobulinas séricas, respostas primarias e secundarias mais
intensas e maior resisténcia a inducao de tolerédncia (CUTOLO et al., 1995; OLSEN &
KOVACS 1987). Varias doencas autocimunes tém maior prevaléncia nas
mulheres, como tiroidite de Hashimoto, doenca de Graves, iGpus eritematoso
sistémico, artrite reumatbide, miastenia grave e insuficiéncia adrenal idiopatica
(ANSAR ef al., 1985), sugerindo que as diferencas hormonais entre ambos os
sexos podem conferir, nos homens efeilos protetores, ou aumentar a

susceptibilidade nas mulheres (OLSEN & KOVACS,1987}.

No camundongo, sindromes autoimunes espontdneas sac mais prevalenies
em fémeas do que em machos. Um bom exemplo € o camundongo NZB/WF1
modelo animal de ldpus eritematoso sistémico. Esses camundongos desenvoivem
geralmente uma desordem auto-imune, e as fémeas geralmente morrem no primeirc
ano de vida devido a glomerulonefrite, enquanto ¢ padrao de mortalidade em machos

é de 10% ou menos (OLSEN & KOVACS, 1997). No modelo NZBMWF 1, as fémeas

desenvolvem rapidamente anticorpos anti-DNA e por 10-12 meses de idade a
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mortalidade chega a 100%. Entretanto, a castragéo pré-puberal dos camundongos
machos pode resuitar na aceleracdo da doenca com 100% de morie em 10-12
meses de idade. A administracdo de androgenos em fémeas ovariectomizadas
suprime a atividade da doencga prevenindo o aparecimento, porém a administracédo
de estradiol em fémeas castradas leva a progresséo da doenca comparada com

fémeas nao castradas.

A importancia dos esteréides sexuais influenciando a expressdo de
doencas autoimunes é observada na alteracio dos niveis de esterdides
gonodais, obtida na gonadectomia ou por manipulagédo farmacolégica dos
niveis de estrogeno e testosterona, e na alteracao da resposta imune durante

a gravidez (ROUBINIAN et al., 1978).

A administracdo de testosterona em gaiinhas da raca obesa (OS
chickens) in ovo ou apés o nascimento também causa protecéo significativa no
desenvolvimento de firoidite auto-imune nestes animais (SCHUURS et al.,
1992). Tais evidéncias sugerem que os androgenos tenham pape! supressor no

desenvolvimento de doencas autoimunes.
1.4. Esterdides Sexuais e Camundongos NOD

O desenvolvimento do infilirado linfo-plasmocitario nas ilhotas de Langerhans
comeca por volta da 4° semana de vida, estando presente em 100% das fémeas e
90% dos machos ap6s 30 semanas de vida (FUJITA ef af., 1982). Entretanto, existe
nitido dimorfismo sexual na incidéncia do diabetes que acomete até 80% das fémeas
e no maximo 20% dos machos. As caracteristicas da insulite também diferem entre

0s sexos, havendo ndmero maior de ilhotas com lesfes destrutivas entre as fémeas
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(LAMPTER ef al., 1989). O efeito da castragdo em camundongos machos e fémeas
com 30 semanas de idade mosira aumenio na incidéncia dos diabetes 0% para 31%
entre os machos e diminuicdo de 60% para 33% nas fémeas. A timectomia,
associado ou ndo a castracio, modula a expressao do diabetes em ambos 0s sexos
acelerando a instalacdo e aumentando a prevaléncia da doenca nos camundongos
fémeas e nos machos observando discreto retardo na manifestacdo da doenca.
Além disso, a castragdo do macho modula a produgéo do horménic no hipotadlamo e
hipéfise por remo¢cao com efeifo de retroalimentacao negativo da testosterona. Um
horménic hipotalamico com propriedades imunomodulatérias cuja produgédo esta
aumentiada pela castragdo &€ o homonio liberador de gonadotrofina (GnRH)
(MANSOOR et al,, 2003). Estudos com camundongos fémeas NOD entre 4 ¢ ©
semanas de idade que receberam implantes de 5-a diidrotestosterona (5DHT) néo
desenvolveram insulite ou diabetes (TOYODA ef al, 1996). Trabalhos prévios
demonstraram a presenga de recepior de androgeno (AR) em células e tecidos do
sistema imune, sendo o timo o 6rgdo alvo da agdo do androgenc (TSAl & O
MALLEY, 1994; OLSEN & KOVACS, 2001) e estudos in vitro sugeriram a acgéo direta
ou indireta dos androgenos no desenvolvimento dos timécitos (OLSEN & KOVACS,
2001). Por outro lado, receptores para andrdégenos nao tém sido detectado no bago
(TAKEDA ef al, 1990; KUMAR ef al, 1995). Recentemente, fol mostrado efeitos
estimulatérios dos andrégenos na proliferagcdo e amadurecimento das células B

(MEDINA & KINCADE, 1994).
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1.5. Imunoregulacdo, Citocinas e Destruicdo das Ilhotas

Pancreaticas

A resposta imune & coordenada por linfécitos T auxiliares {Th-THelper) cujas
funcbes diferem de acordo com o estimulo antigénico e condicées do microambiente
no qual ocorre a resposta. Desta forma, os linfécitos Th s3o subdivididos nos
fendtipos de resposta Th1, caracterizados pela expressdo local de citocinas
especificas como IL-2, IFN-y @ TNF-c.. A resposta Th1 genericamente manifesta-se
nas doengas autoimunes mediando a inflamacéo através da resposta imune ceiular,
representada pelos linfécitos T citotéxicos, “natural killer” e macréfagos. Por outro
lado, o fenotipo Th2 direciona resposta imune humoral com liberacao local de
citocinas do tipo IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 (revisto por RABINOVITCH, 1998). No coniexto
dos possiveis mecanismos envolvidos nas desordens autoimunes, o desequilibrio
entre as populacbes de células Th1 e Th2 com predominancia do fendtipo Th1
parece ter substrato na fisiopatologia da quebra de folerancia e reacdes auto-imune

que ocorrem na linhagem de camundongos NOD.

A hipbtese na qual a destruicdo das células p ocorre quando ha predominio de
citocinas do tipo Th1 sobre Th2 ¢ proveniente de experimentos de imunidade passiva
empregando-se linféeitos CD4™ de camundongos NOD, fratados pela administracao
de superantigencs incorporados a adjuvante completo de Freund (CFA). A
transferéncia destes linfocitos para animais NOD com 4 semanas de vida evitou a
ocorréncia do diabetes, em virtude de provavel desvic da resposta imune de Th1

para Th2, devido a agdo do superantigenc, com liberacao de citocinas anti-
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inflamatérias (IL-4, IL-10) (KAWAMURA ef a/,1993; QIN ef a/, 1993). Postulou-se,
entdo que os mecanismos deste tipo de protegcao envolveriam acao seletiva sobre
certas sub-populacgdes linfocitarias T CD4+, desviando a resposta imune de padrao
Th1 para ThZ com ampliacdo da resposta humoral, modulando a resposta celular no

sentido de retorno a homeostasia imune.

O padrao de resposta observado em pacientes com DM-1 bem como
camundongos NOD e ratos BB s3o marcados pelo predominio de citocinas
caracteristicas da resposta Th1 (RABINOVITCH, 1998; HARTEMANN et al, 1899:
VENTURA OLIVEIRA et al, 2002). Acredita-se ainda, que haja 0 envolvimento direto das
células linfocitarias designadas células efetoras sobre as células B pancreaticas
designadas céiulas alvos, resultando na liberacdo de mediadores solveis responsaveis
pelo processo inflamatério local contribuindo para a desiruicdo das ithotas (CAMPBELL

et al. 1988; PUKEL ef al. 1988; BRADLEY et al, 1999; GURLO et al., 1999).

No campo experimental, diversos autores tém estudado os efeitos in vitro de
citocinas como IL-1, TNF-a, TNF-B e IFN-y utilizando ilhotas isoladas de modelos
animais. Nas ilhotas pancredticas recém isoladas, os efeiios dessas citocinas tém
sido amplamente estudados (RABINOVITCH ef al., 1994 e 1998; RABINOVITCH &
SUAREZ-PINZON, 1998) mostrando que s&o capazes de, isoladamente, inibir a
liberagdo de insulina pelas ilhotas pancredticas e, combinadas, de induzir a
fragmentagao do DNA e destruicdo das células B pancreaticas (IWAHASHI ef al.,
1966; RABINOVITCH ef al, 1994 e 1998, RABINCVITCH & SUAREZ-PINZON,
1988). Contudo, € possivel que estudos jn vitro ndc representem a magnitude da

fisiopatologia da les&@o pancreatica que ocorre in vivo. A simples presenca da citocina
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na lesao da insulite ndo identifica seu papel na patogénese do DM-1, uma vez que
esta pode ter funcéo pro-inflamatéria, ou mesmo antiinflamatéria regulando, desta

maneira, o processo inflamatério (RABINOVITCH & SUAREZ-PINZON, 1998).

No camundongo NOD, a expressao de IFN-y nas células infiltradas das ilhotas
foi relacionada com a insulite destrutiva (TOYODA et al., 1994; RABINOVITCH et al.,
1994; MUIR et al., 1995). Essa citocina, assim como TNF-B, tem suas expressoes
aumentadas de forma consistente com o envelhecimento dos camundongos NOD
sugerindo que a destruicado da ithota e a manifestagédo do DM-1 associam-se com o
aumento da produgéo pelas células do infiltrado inflamatério (HIRA! et al., 2000).
Reforgando ainda a importincia da realizagéo de estudos in vivo, pode-se observar
em experimentos de expressado fransgénica de IFN-y em células B de camundongos
normais o papel citotdxico do IFN-y nas células B, e esses dados demonstraram a
ocorréncia da insulite mediada por células imunes, destruicio das ilhotas

pancreéticas e manifestacdo do DM-1 (SARVETNICK ef al., 1990).

Como referido anteriormente, a variedade de mecanismos tem sido proposta
para explicar os efeitos citotdéxicos das citocinas nas ilhotas pancreaticas, os quais
incluem a formacdo de o6xido nitrico que é mediador citotéxico da acdo dessas
citocinas por induzir a lise das células das ilhotas precedendo a leséo do DNA e
ocasionando a sua destruicdo (RABINOVITCH ef g/, 1994 e 1998, RABINOVITCH &
SUAREZ-PINZON, 1998; CGURLO ef a/, 1999; THOMAS ef al,, 2002). Sendo assim,
pode-se sugerir que a destruicdo das células B ocorre por apoptose onde a

fragmentacdo de DNA tipica tem sido observada em ilhotas pancreaticas tratadas
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com a combinacao de IL-1, TNF-a e IFN-y (RABINOVITCH ef al, 1994, YAMADA et

al., 1996; SUAREZ-PINZON ef al.,, 1999; THOMAS et al., 1999).

Baseando-se em experimentos que envolvem o camundongo NOD, outros
mediadores também sdo capazes de efetuar a destruicao das células . Dentre os
mediadores envolvidos nessa destruigdo incluem-se: conteddos granulares das
células T CD8", como perforinas e granzimas, moléculas de superficie como Fas,
Fas-L, TNF-R e outros membros da familia TNF, reconhecidos por induzir a
fragmentacdo do DNA e mudancas morfolégicas caracteristicas da apoptose através
de sinalizacao de receptores que envolvem a ativacdo de proteases ou caspases

(INGELSSON ef al,, 1998; THOMAS & KAY, 2000).

Desta forma, de acordo com os dados experimentais expostos por esses
autores, fica demonstrado que o confrole da resposta imune é miltiplo e,
provaveimente, depende da somatoria de efeitos de varias citocinas que constituem

um microambiente propicio para a destruicao das ilhotas pancreaticas.
1.6. Janus-guinase (JAKs) - Transdufores de Sinais e Ativadores de

Transcricdo (STATs) para cifocinas.

Um importante avanco para o entendimento dos possiveis mecanismos da
regulacao de células pelas citocinas tem sido a identificacdo e caracterizacéo das
vias de sinalizacdo como a via JAK-STAT (DARNELL ef a/, 1994; TANIGUCHI! ef a/,
1995; IHLE, 1996). Esta via representa sistema de sinalizac&o rapida membrana-
ntcleo e esclarece parcialmente a base para a especificidade dos sinais que séo

induzidos peias diferentes citocinas.
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Citocinas e fatores de crescimento ligam-se a receptores na superficie celular
ativando vias de sinalizag&o de transdugao, as Janus quinases (JAKs) e ativadores
de transcricdo STATs, promovendo respostas variadas incluinde alteragdes na
funcéo celular, crescimento e diferenciacéo. Tais efeitos sdo mediados através da

moduiacao da expresséo dos genes alvo (LEONARD et al, 1997)

Nos mamiferos foram identificados 4 tipos de Jaks ; Jak1, Jak2, Jak3 e Tyk2.
A expressdo destas proteinas estd aumentada nas células NK e timécitos, com
excecdo da expressdo da Jak3 que esta limitado em aigumas células, tais como:
células hematopoiéticas, masculo liso vascular e endotélio (IHLE, 1996). As Jaks
possuem dois dominios denominados pseudoquinase e quinase. Diversos
segmentos homologos foram reconhecidos entre as Jaks (JH) recebendo
nomenciatura analoga aos dominios Src (SH) da familia PTKs. Sete regides JH (JH1-
JH7) foram descritos, com excegdo da regido JH 1 ou dominio catalitico, as demais

regides sao pouco conhecidas.

Sabe-se que a sinalizacéo do IFN o/ requer Jak 1 e Tyk 2, assim como
IFN y requer Jak 1, Jak 2 (DARNELL et al., 1994; WATLING ef al., 1993;
MULLER ef al,, 1993) e os hormbnios de crescimento e eritropoietina ativam
Jak2 { ARGETSINGER ef al., 1993; WITTHULN ef a/.,1993), a IL-6 ativa Jak 1,
Jak 2 e Tyk 2 ( STAHL et al., 1994) e Jak 3 é ativado por citocinas cujo

receptores contém yc (IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 e IL-15).

As Stats s&o proteinas citoplasmaticas que formam dimeros intermoleculares
apos a fosforilago da tirosina com subsegiiente franslocacdo aoc nicleo onde ativam

genes aivos (DARNELL ef al, 1994). Nos mamiferos as 7 proteinas Stats conhecidas
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sao: Stat 1, Stat 2, Stat 3, Stat 4, Sta5a, Stat 5b e Stat 6 (FU et al,, 1992; ZHONG ef
al., 1994; HON et al,, 1995; LIN ef al., 1996).

Hoje sabemos que Jaks e Stats medeiam respostas de ampla variedade
de citocinas e fatores de crescimento. A transducéo de sinal usada pela IL-12 via
Jak-Stat ¢ a melhor caracterizada. O tratamento de linfocitos T humanos com iL-
12 induz a rapida fosforilagdo da tirosina de dois membros da familia Jak tirosina
quinase, Jak2 e Tyk2, implicando estas quinases na imediata resposta
bioquimica a IL-12 (BACON et al, 1995a; ZOU et ai, 1997). Além disso,
evidéncias tém mostrado que IL-12 induz a fosforilacdo de Stat4 em linfécitos
ativados (BACON ef al., 1995b; CHO ef al., 1996). Assim, o entendimento de sua
producdo e sinalizacdo reveste-se de interesse para entendermos o©s

mecanismos envolvidos na resposta imune presente nas varias patologias.
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2. OBJETIVOS




O presente trabalho tem por objetivos avaliar:

1. O efeito de diferentes concentra¢des e intervalos de administragao
de testosterona sobre a incidéncia do diabetes tipo 1 auto-imune e a
intensidade do processo inflamatério nas ilhotas pancreaticas (insulite} em

camundongos fémeas da linhagem NOD.

2. Os efeitos do tratamento /in vivo e in vitro de testosterona sobre a
expressao génica das citocinas IL-12, IFN-gama e TNF-alfa (in vivo) e |L-10,
IL-12, IFN-gama e TNF-alfa {in vitro) em células esplénicas e pancreas de

animais tratados com testosterona.

3. Os efeitos da administracdo de testosterona sobre a ativagao da

via Jak-Siat
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3. MATERIAL E METODOS




Fluxograma dos Procedimentos Metodolégicos

Grupos Experimentais

Machos

Fémeas

— Cm {(n=10)

— Ci(n=10) fratamento com testosterona

— Ts1 (n=10) dose de 174uM e 348uM

- B semanal (Ts1e Ts2) e
Ts2 (n=10) mensal (Tm)

— Tm (n=10) 42até 282 semana

|

Sacrificio {diabético ou 28 semanas)

!

células
esplénicas
in vivo in vitro
Fosforilacao Cultura

(24,48e72 h)

'

pancreas
¥

Escore e indice de leséo
Imunoistoquimica
(CD11,CD4 e CD8)

RT-PCR

sangue

v

Dosagem de
testosterona fotai
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3.1. Animais

Os camundongos utilizados neste estudo eram obtidos da coidnia NOD
proveniente do INSERM U-25, Hospital Necker (Paris, Franga), implantada e mantida
peio Centro de Bioterismo da Unicamp (CEMIB) desde 1994, em condigdes livres de
patégenos. A freqiéncia cumulativa do DM-1 clinico espontaneo registrado na
colénia de camundongos da NOD-Uni 25 semanas de idade, tem se mantido ao
redor de 85% entre as fémeas e de 5 a 20% entre os machos, revelando-se similar a

da coidnia de origem (PAVIN & ZOLLNER, 1994).
3.2. Grupos Experimentais e Tratamentos

40 animais fémeas e 10 machos objetos de estudo provenientes do
Cemib/Unicamp eram mantidos em condigGes livres de patégenos conhecidos com
controle de luz, temperatura e umidade no Laboratéric de imunologia & Alergia

Experimental, recebendo agua e ragéo padrao autoclavadas e oferecidas ad libitum.

Os grupos experimentais eram estabelecidos como a seguir e representado na fabela 1:

Intervalo de
Grupos Namero Dose (uM) administracao
Cm 10 Sem tratamento
Cf 10 Solucao salina semanal
Ts1 10 174 semanal
Ts2 10 348 semanal
Tm 10 174 mensal

Tabela 1. Grupos experimentais empregados e as respectivas doses

utilizadas e a freqliéncia da administraco
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Protocoloi:

Tratamento semanal e mensal com Propionato de Testosterona: Estudo da

expressdo génica de citocinas e do diabetes

20 animais fémeas eram sub-divididos igualmente em dois grupos:
Ts1 (174uM) e Ts2 (348uM).

Grupo Ts1 {174uM): camundongos fémeas da linhagem NCD tratadas
semanaimente com propionato de testosterona (Durateston®, Organon,
Brasil) na dose de 3,5 mg/kg por via intramuscular a partir da 4® semana de
vida durante 28 semanas.

Grupo Ts2 (348uM). camundongos fémeas da linhagem NOD tratadas
semanaimente com propionato de testosterona (Durateston®, Organon,
Brasil) na dose de 7,0 mg/kg por via intramuscular a partir 4* semana de
vida durante 28 semanas.

Grupo Tm {(174uM): camundongos fémeas da linhagem NOD tratadas

mensaimente com propionato de tiestosterona (Durateston®, Organon,
Brasil) na dose de 3,5 mg/kg por via intramuscular a partir da 4° semana de

vida durante 28 semanas.

A dose de propicnato de testosterona {Durateston®) administrada até a 28°

semana era ajustada semanalmente a partir dos pesos dos animais.
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Animais do grupo Controle

10 camundongos machos e 10 fémeas eram definidos como grupos controles:
Cm e Cf respectivamente.
Grupo Cm: camundongos da linhagem NOD machos sem tratamento e

mantidos até o final do protocolo (28 semanas).
Grupo Cf: camundongos da linhagem NOD fémeas de 4 semanas de vida

recebendo tratamento semanalmente com solugdo salina estéril por via

intramuscular até 282 semana de vida.

Ao final das 28 semanas de protocolo experimental, os animais eram sacrificados,
ou quando apresentassem glicemia acima de 250 mg/d! (13,8 mM) em duas dosagens

consecutivas (ITOH ef al,, 1997; JUN ef al, 1999; VENTURA ef al,, 2002).

Protocolo 2:
Avaliacdo da via de sinalizagio JAK-STAT

12 camundongos fémeas da linhagem NOD, eram mantidas nas mesmas
condicoes sanitarias relatadas anteriormente sem nenhum tratamento até a idade de
8 semanas. Esses animais eram, entdo, sacrificados para o estudo dos efeitos da

testosterona sob a via de sinalizacgo Jak-Stat.
3.3. Diagnéstico do Diabetes e Sacrificio dos animais

A ocorréncia do diabetes mellitus era monitorada em todos os animais a partir
da sua retirada do CEMIB. As glicemias eram monitoradas semanaimente em jejum

atraves de glicosimetro Prestige LX® (Home Diagnostic, EUA) retirando-se amostra
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de sangue da veia caudal do animal. Os animais eram considerados diabéticos apés
leituras por dois dias consecutivos e confirmagéo da glicemia através de glicosimetro
com valores de glicemia superiores a 250 mg/dl (13,8 mM) estabelecido no
Laboratdrio de imunologia e Alergia Experimental (VENTURA-OLIVEIRA | 2002)e em

concordancia com ITOH et ai, (1997) .

Os animais que apresentaram diabetes, isto é, com valores de glicemia
sanguinea maiores que 250 mg/dL e antes de completarem o tempo de 28 semanas,
eram anestesiados com tiopental sédico 2,5% (Thiopentax®, Cristalia — Produtos
Quimicos Farmacéuticos Ltda) (15 a 30mgkg de peso corpdreo) e o sangue periférico
coletado através de puncéo cardiaca e transferido para tubo plastico de 1,5 ml para
centrifugacdo e posterior separagdc de soro no qual se realizava dosagem de
testosterona. Apods este procedimento, realizava-se a remogao do pancreas juntamente
com a retirada do bago, o quai era acondicionado em tubo de vidro estéril contendo
solucdo tampéo de Hanks (Sigma, USA).

O pancreas era depositado em cdpsulas contendo meio de incluséo O.C.T
(Tissue Tek® Miles — EUA) e rapidamente congelados em nitrogénio liguido. A seguir
eram conservados em bio-freezer a - 80°C até processamento histolégico. Apds este
procedimento os pancreas eram submetidos a criocortes para estudo morfoldgico,

imunoistoquimica. O restanie de tecido pancredtico era conservado em guanidina-

sarcosyl para futura extracao de RNAT.
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3.4. Dosagem de testosterona

As concentragbes de testosterona total foram dosadas através do
metodo de eletroquimioluminescéncia Eclesys Tesiosterone reagent kit
(ECLIA — Roche Diagnostics Corporation, EUA). A sensibilidade analitica do
kit era de 0,069 nM/L (0,02 ng/ml).

3.5. Analise Morfologica

A avaliagao histologica dos pancreas objetivou a analise da morfologia
das ithotas e caracterizacédo do grau de insulite, sendo realizada nos pancreas

de todos os grupos, tratados e controles.

Os pancreas eram transferidos e posicionados no suporie do criostato de maneira a
se obter a maior area possivel de corte. Os cortes eram coletados em série de seis cories
consecutivos de Sum de espessura e depositados em Idminas histolégicas previamente
silanizadas (y-Methacryl-Oxipropil-Methoxysilane - Sigma St Louis, EUA). Apds a
obtenc&o da primeira série de cortes, o pancreas era desbastado 300um e, a seguir,
outra série de nove cortes era iguaimente processada. Repetia-se este procedimento

outras quatro vezes obtendo-se os conjuntos de laminas representados no esquema 1.

As laminas n° 1,7, 13 e 19 - obtidas através de criocortes eram corados pela
técnica da hematoxilina e eosina, observadas em microscopio éptico {Axioscope,
Zeiss, Darmstad-Alemanha), permitindo detectar a presenca de infilirado inflamatério
em toda extens@o do 4rgéo. Os cortes nos quais se evidenciava a presenca de

infiltrado inflamatdrio eram classificados segundo o grau de insulite apresentado e o
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nimerc total de ithotas Langerhans contados. As laminas subsequentes eram

utilizadas para a caracterizacdo linfocitaria para CD4+, CD8" e CD11".

A classificacdo utifizada nas ilhotas pancredticas, segundo o grau de insulite
apresentado, era realizada seguindo adaptacbes e atribuindo-thes pelos critérios propostos
por SIGNORE et al. (1889) e PAPACCIO, BACCARI & MEZZOGIORNO (1983).

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. Ocupacéo
extensiva da ilhota.
4 = insulite destrutiva, invaséo total da ilhota pelo infiltrado.

As ilhotas eram contadas e classificadas por grau, em trés planos de corles
diferentes por 6rgao. Os resultados eram representados pela média e desvio padréo
referente relacdo nimero de ilhotas de cada grau/total de ithotas contadas por
animal, para cada grupo experimental, e calculava-se o Indice, segundo a formula:

(LEITER, 1987).

P= (OxNg)+ (1 x Ny} + (2 X No) + (3 N3} +{4 X Ng)

4X(NQ+N1*N2+N3+N4)

indice = 1 destruicao total da ithota

0, 1, 2, 3 e 4 representam os diferentes graus de insulite (como descrito
arteriormente) e N, Ni,No, N; e N; o nlmero total de ilhotas com seus respectivos graus
de infiltrac3o.
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Esquema 1- Representacio do procedimento para a obtengéo dos conjunios

de cortes analisados para estude morfolégico e quantitativo das ithotas
pancreaticas.
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3.6. Imunoistoquimica

Para a especificacdo do infiltrado inflamatério nas ilhotas pancredticas
realizava-se a fenotipificacdo do infilirado para linfécitos T expressando marcadores

CD4", CD8" e CD11" provenientes de cortes histologicos congelados.

A técnica empregada era de imunofiuorescéncia indireta. O anficorpo secundario foi
acoplado & biotina, permitindo a fixagao de varias moléculas de estreptoavidina-FITC, afinde se
ampfificar o sinal. As laminas apds prévia fixacdo em acetona durante 15 minutos eram
lavadas uma vez em PBS (solucédo de salina fosfatada tamponada) e em seguida os
cortes eram incubados em 2,5% BSA V (albumina bovina fragéo V; GibcoBRL, EUA);
2%; leite desnatadc em p6 e 8% SFB (HyClone — Utah, EUA) durante 45 min, para
blogueio de sitios inespecificos. Aproximadamente 50p! do anticorpo primério anti
CD4 (L3T4 produzido em rato), CD8 {produzido em ratc) e CD11{produzido em rato)
(BD PHARMINGEN, Califérnia, EUA) eram adicionados a cada corte (diluicdo1:35) e
incubados por toda noite, a 8°C, em cdmara umida, protegida contra luminosidade.
Em seguida, as laminas eram lavadas seis vezes, durante S minutos, em tampao PBS.
As laminas eram entdo, fratadas novamente com solugao bloqueio durante 45 min.
Em seguida 50ul do anticorpo secundario (10 ug/mL) biotinilado com FITC anti- rato
igG para CD4, CD8 e CD11 ( Vector Laboratories Inc., Califémia, EUA) era adicionado e
incubado por duas horas nas mesmas condicbes descritas anteriormente. As l8minas eram
lavadas em PBS seis vezes e montadas em glicerol. Os cortes de pancreas, assim
preparados, eram observados e fotografados em fotomicroscépio {Olympus — modelo

1X50 - Japao).
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3.7. Isolamento de Células Mononucleares do Baco:

Sob anestesia de tiopental sodico 2,5% os animais tiveram seus bacos removidos
assepticamente e colocados em placa de Petri estéril, contendo solucdo salina de
Hank (Sigma Co, St Louis, EUA). Posteriormente, os bagos foram cuidadosamente
macerados, utilizando-se peneiras estéreis (Sigma). A seguir, as células foram lavadas
em solucéo saiina de Hank (Sigma) e centrifugadas por 10 minutos, a 1500 rpm,
processo este repetido por trés vezes. Apés a primeira centrifugacéo, o botao celular
foi tratado com tampdo de lise com o objetivo de eliminar eritrocitos e foram
realizadas mais duas lavagens com solugdo de Hank e ao pellet obtido foi adicionado
solugdo de guanidina-sarcosyl e armazenado a - 80°C para posterior extracdo de
RNA. Para ensaio in vifro a suspensdo celular foi diluida em meic RPMI 1640
enriquecido com soro fetal bovino a 5% (Hyclone), 2-mercaptoetanol (1:5000),
glutamina 0.2M (1%} (Hyclone) e 4,25 mg/ml de gentamicina. Foi efetuada a
contagem em camara de Neubauer pelo método de exclusao do corante
Azul de Trypan e, a concentracao de células foi ajustada para 2x10° células/ml. As células
do bago assim obfidas foram destinadas para estudo de proliferacao celular, cultura de

celulas para andlise de citocinas e exiracio de RNA fotal.
3.8. Analise da Linfoproliferacédo Através de Ensaio com MTT

As células do bago obtidas segundo protocolo acima, foram colocadas em
piacas para cultura com 96 pogos (Falcon, New Jersey, EUA), cultivadas em meio
RPMI 1640, enriquecido com soro fetal bovino 5% (Hyclone), 2-mercaptoetanol

(1:5000), estreptomicina 8,5mg/mi, penicilina 10mg/mi, fungizol 2ug/mi, Hepes
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(20mM). As amostras foram realizadas em triplicata, para avaliacdo da transformacéao
blastica, as células mononucleares foram mantidas em cultura com Fenil propionato
de testosterona nas concentracdes de 5,10,20 e 30nM e apenas com meio de cultura
(sem estimulo) durante 72 horas, em incubadora contendo tenséo constante de 5%
de CO,, a 37°C. Apés este periodo cada pogo recebeu 10ul de MTT (5mg/mi em
PBS), incubando-se por 4 horas (5% CO, 37°C). Adicionou-se 100ul de SDS (10%)
diluido em HCI 0,01N, incubando-se por 15 minutos. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro

Spectramax, com comprimento de onda de 560nm e 690nm como referéncia de fundo.

3.9.Cultura de Células Mononucleares do Bago e Estimulos

Foram realizadas culturas de 24, 48 e 72 horas de células mononucleares de
baco, submetidas a diferentes concentrages de testosterona. As culturas foram
realizadas em triplicata e estimuladas com as concentragdes de 5nM, 10nM, 20nM e
30 nM de Fenil Propionato de Testosterona, sem estimulo e com Concanavalina A
{ConA, Sigma) na concenirac&o de 2,5ug/ml. Apods o término do periodo o contetdo

dos pocos foi retirado e centrifugado, sendo o “pellet” destinado & biologia molecular.

3.10. Extracdo de RNA Total (RNAT)

As amostras de RNA total eram extraidas das células espiénicas e pancreas,
através do método de Guanidina Tiocianato - Fenol - Cloroférmio (CHOMCZNSKI &
SACCHI, 1987) adaptado Laboratério de imunologia e Alergia Experimental (LIAE)

conforme descricdo a seguir.

As células esplénicas e pancreas eram respectivamente agrupadas e

homogeneizadas em solugzo de extracdo de RNA, 4M guanidina tiocianato contendo
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2-mercaptoetanol (Sigma) e 0,5% sarcosil pH 7,0. O volume do tamp&o de extracdo

guanidina (GBL.) dependia do nimero de células ou tamanho do tecido.

Para a separagdo das proteinas dos acidos nucléicos adicionava-se volume
igual de solucéo Fenol:Cloroférmio:Alcool Isoamilico (25:24:1). A seguir, esta mistura
era agitada vigorosamente formando emulsdo e centrifugada por 5 minutos a
temperatura ambiente, a 10.000 x g, recuperando-se a fase aquosa (superior).
Repetia-se a extragdo com Fenol:Cloroférmio:Alcool Isoamilico até que nao
houvesse proteinas na interfase.

A retirada do excesso de fenol era realizada pela extragdo com Cloroférmio-
Alcool Isoamilico (24:1). O RNA na fase aquosa era precipitado pela adicao de 2
volumes de etanol absoluto e acetaio de sédio pH 5.2, na concentracéo final de
0,3M. Esta preparacdo era mantida a - 80°C por 48 horas. Para a precipitagao do
RNAT a preparagdo era centrifugada a 10.000 x g por 20 minuios a 4°C. Ao
precipitado celular, era adicionada 40! de agua uitrapura estéril preparada com Dietil

Pirocarbamato (DEPC, Sigma) e armazenando & - 80°C.

3.11. Analise do RNA Total Extraido

A qualidade do RNA total extraido era analisada através da relacio entre suas
leituras em espectrofctometro (Spectramax 190, Molecular Devices, EUA} nos
comprimentos de onda de 260nm e 280nm. Eram consideradas adequadas as
amostras com relacéo entre 1.6 e 1.8. A quantificacdo do RNA total era feita através

da formula: (densidade éptica a 260nm/0,025) x diluicdo de leitura/1000= RNA ug/ul.
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3.12. Transcricao Reversa do RNA total Extraido (cDNA)

A sintese do cDNA era realizada a partir de 5pg de RNA fotal. Para a
realizacdo PCR de transcricdo reversa (RT-PCR), adicionava-se a amostra 0,5ul de
Oligo d(pt) e agua ultra pura em quantidade suficiente para 28ul. Aquecia-se os tubos
com as respectivas amostras em termocicladora (GeneAmp® 9700, Perkin Elimer,

EUA) por 10 minutos a 65°C e resfriava-se para 4°C por 5 minutos.

Para permitir a igag&o complementar dos primers ao RNA, adicionava-se 21!
de solucéo de reagéo (10u! de tampao Super RT, 5yl de dNTP mix 0,5mM, 5pi de
DTT 0,1M e 1ul de RNAsin) seguidos da incubacgéo por 2 minutos a 42°C. Apés
adicdo de 1pl de enzima Super Transcriptase reversa (500U), a reacdo processava-
se em termocicladora nas condigdes: 42°C por 50 minutes, 70°C por 15minutos,
resfriamento da amostra até 4°C adaptado pelo Laboratério de Imunoclogia & Alergia

Experimental (BOECHAT ef &/, 2002).

Apds a ultima etapa as amostras, com volume de 50ul, eram

armazenadas a -20°C como DNA complementar {cDNA).
3.13. Amplificacao de cDNA por Reacao de Polimerase em Cadeia (PCR)

O procedimento padrdc de PCR era realizado adicionande-se ao tubo de
reacao, 2ul de amostra de cDNA, 100ng de primer 5 sense, 100ng de primer 3’ anii-
sense, 45yl de solucao de reacdo (bpl de tampao Tag polimerase - Thermus
aqguaticus DNA polimerase gene (GibcoBRL, EUA); 5ul de dNTP mix 5nM, 1,5ul de
MgCh 50mM e 33,5ul de agua ulira pura) e 1ul de dleo mineral. Em seguida os iubos

contendo as misturas de cDNA eram transferidas para termocicladora programada
UNICAMP 45
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para as seguintes condigdes: Desnaturacdc a 94°C por 2 minutos, 80°C por 5
minutos para aplicagao de 1yl da enzima Taq polimerase, Pareamenio 58°C por 45
segundos, extensao dos primers a 72°C por 90 segundos, desnaturacao dos primers
a 95°C por 45 segundos, 40 ciclos, extensédo final 72°C por 10 minutos, temperatura

de espera 4°C. Os produtos dos PCR eram armazenados a -20°C.

Primer Sense Anti-sense Produto
TNFea & CTTAGACTTTGCGGAGTCCG 3 § CCCTGTCACTGGACCTGACA 3 254ph
{FN~y SAAGTGGCATAGATGTGGAAG ¥ SCTGGACCTGTGGGTTGTIGA Y 2¢5ph
IL-10 SAGCTGGACAACATACTGCTAACG 3 5 TCATTCATGGCCTTGTAGACACTY 366pb
12 SAGCTTTTGTGACAACCAATAAGAAC 3 § CAAACTCACAGAGATCTGCCTG 3 297pb

Ciclofilina 5 GACAGCAGAAAACTTTCGTGC 3 5 GGTTCTGACTCACCGACCT ¥ 276pb

Tabela 2: Os primers utilizados com suas seqiiéncias descritas abaixo obedeciam

a eslratégia sense e anisense: TNF-a, INF-y; IL-10; IL-12 e ciclofilina (gene estrutural).
pb= pares de bases

3.14. Anélise dos Produtos da Rea¢do em Cadeia de Polimerase

(PCR) por Eletroforese em Gel de Agarose

As amplificacdes dos cDNA através de primers especificos para citocinas
eram analisados através de eletroforese em gei de agarose 1,5%, e revelados com
brometo de etidio, através de excitacdo em UV e documentadas fotograficamente em

sistema de documentacido folografica (NucleoVision, Nucleo Tech, CA, EUA). A
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intensidade das bandas era analisada por captacdo da imagem dos géis e
submetidos a analise com software GelExpert (NucleoTech). Todas as amostras
eram submetidas a dois novos procedimentos de PCR, objetivando excluir falsos

negativos resuitantes de erros de procedimento.

Preparo de 50mi de gel de Agarose 1,5%:

Agarose 1,5% era preparada em tamp&o TBE (Acido Borico/Tris/EDTA/H20

ultrapura) e adicionada de 2ui de brometo de efidio.

Preparo das amostras:

As amostras eram preparadas misturando 8pl de ¢cDNA e Tampao GBX
{(tampao de amostra de PCR) e 5,5y! de agua ultrapura. Utilizava-se como tampao de
corrida eletroforética Tamp&o TBE adicionado de 2ul de brometo de etidio. O padrao
de DNA (DNA marker $X174 RF Hae lil Fragments (Gibco) era aplicado em todas as

eletroforeses. As condigbes de eletroforese eram: 45 minutos a 70 volits, 150mA..

3.14. Analise Semiquantitativa do RNA mensageiro

A semi-quantificagdo do mRNA era obtida pela relacdo entre as areas de pixel
determinadas para as bandas correspondentes ao RNA mensageiro em questac e
aquelas observadas para a cidofilina (gene esfutural). Os valores foram nommalizados e
transformados em Unidades arbitrarias {pbel index) através da seguinte formula:

Expresséo semiquantitativa (Unidades arbitrarias) = (area de pixel do RNA

mensageiro a ser avaliado/ area de pixel da ciclofilina) x 100.
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3.15. Preparo do Extrato de bago (avaliagdo da via Jak — STAT)

Anestesiava-se o animal com solucdo de tiopental sédico 2,5% Thiopeniax®,
Cristalia -~ Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA) (15 a 30mg/kg por peso), abria-
se a cavidade abdominal para exposicéo da veia cava inferior e aplicavam-se 50pL
de insulina (3,3nM), 50ul de propicnato de Testosterona (Durateston®,Organon,
Brasil) nas concentragbes de 5nM, 10nM, 20nM, 30nM e 1uM em cada animal.
Primeiramente foi realizado um ensaio para estipular ¢ methor tempo de ativacéo
para cada tirosina quinase analisada. Assim, utilizou-se os tempos de 0, 90 segundos,
3, 10 e 15 minutos. Apds os testes preliminares verificamos que as concentracbes de
testosterona que fosforilavam as tirosinas quinases eram 5nM, 20 nM e 1uM e os
tempos foram 90 segundos para Tyk2 e 15 minutos para Jak2, Stat3 e Stat4. Como
controle de ativacdo utiizamos a insulina no tempo de 3 min (Saad ef al,, 1995) e
solucao fisiolégica 0,9% com tempo 0 (zero). Passado os tempos astipulados, 0s
bagos eram coletados e acondicionados em tubos de 1,5 mi contendo 800 pl de
solugdo Tampdc de exiragdo para imunoprecipitado gelado (EDTA 10 mM, Tris
100mM, Pirofosfate de Na 10 mM, Fluoreto de Na 100miM, Ortovanadato de Na10ni,
Phenyl metilsulfonit fluoride 2mM (PMSF) , Aprotinina 0,1 mg/mi (Trasylol® - Bayer),
H20 deionizada e processado com o auxilic do homogeneizador de tecidos (Polytron). A
esse processado adicionava-se solugdo de Triton 10% (10% do volume obtido),
seguido de homogeneizacéo e centrifugacdo a 12000 rpm /4°C / 20 min. No sobrenadante

realizava-se dosagem protéica através do Método de Biureto (Reativo de Biureto
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Protal: EDTA/ Cu 13 mM/ L; NaOH 875 mM/L) com diluicdo das amostras (1:20)e

ieitura em 540 nm em especirofotdmetro (U-2001 Spectrophotometer HITACHI, Japao).

3.16. Imunoprecipitacdo e Immunoblotting

A concentragdo dos sobrenadantes foi ajustado para 1mg de proteina e
imunoprecipitados com anticorpos (diluigdo 1:10) de anti-JAK2 (rabbit polyclonal, sc-
294), anti-Tyk2 (rabbit polycional, sc-169), STAT-3 (rabbit polyclonal, sc-482) e
STAT-4 (rabbit poiyclonal, sc-486) (Santa Cruz Technology, CA, EUA) durante 2
horas. O complexo de imunoprecipitado era coletado empregando-se proteina A-
Sephadex (Amersham-Pharmacia Biotech, Suécia) e submetidos a 3 lavagens com
solucéo de lavagem (Ortovanadato de Na 2 mM, Tris 100mM pH 7.4, EDTA 1mM,
Triton 0,5% , H.O deionizada). Adicionava-se a estes, tampac Laemmli contendo
100mM/L de DTT (Dithiothreitol — Sigma) e aquecido em agua fervente por 5 min. e
submetidos a eletroforese em gel a 8% de poliacrilamida — SDS por 2 horas. Realizou-se
a eletro-transferéncia de proteinas {immunoblotting) do gel para membrana de PVDF
{BioRad, EUA) seguindo-se basicamente o método de TOWBIN ef al. {1979} durante
2 horas. Apbs as transferéncias, as membranas de PVDF, eram bloqueadas com
solucdo basal (Tris 10mM pH 7.4, NaCl 150mM, Tween 20), leite desnatado 0,2%
durante 2 horas a temperatura ambiente, incubadas com 5Sug/mi anticorpo a-
fosfotirosina (PY20 — sc-508, Santa Cruz Technology, CA, EUA), 20ug/mL IgG anti-
mouse (Sigma) e 2 pCilug solucdo de proteina A-lodo™ (Amersham-Pharmacia
Biotech, Suécia). A cada adigdo de anticorpo foram realizadas 3 lavagens com
solugdo basal e o tempo para cada incubacdo era de 2 horas em iemperatura

ambiente. As membranas eram envolvidas em filme plastico apdés a secagem,
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expostas ao filme de raio-X e armazenadas em cassete a - 80°C durante 21 dias. A
detecclo das bandas era visualizada apos revelagio do filme, documentada fotograficamente
em sistema de documentacgo fotografica NucleoVision (NucleoTech) e submetidos a analise
com sofiware GelExpert (NucleoTech).

3.17. Analise estatistica

Os resultados eram expressos como média + desvio padrio. Os dados
relativos as citocinas foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) entre grupos
seguido pelo teste Tukey para andlise de contrastes. Os resultados provenientes da
ativacéo Stat-Jak eram submetidos a ANOVA seguido pelo teste Kruskal-Wallis com

post-test. Valores com p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4. RESULTADOS




4.1.Influéncia da concentragdo e freqiiéncia do tratamento com

propionato de testosterona no nivel plasmatico

Os soros dos animais tratados com diferentes concentragdes e frequéncia de
administracéo (semanal e mensalmente) foram dosados para verificar as diferencas
nos niveis plasmaticos de testosterona. Como mostra a tabeia 3 altas concentracées

de testosterona foram verificadas na dose de 348uM na administracdo mensal.

4.2. Efeito da administracdo da testosterona na manifestacdo do

diabetes e destruicdo das ilhotas pancreaticas

Os efeitos dos androgenos no inicic do diabetes e os graus de lesdo pancredtica
foram determinados pelo nivel de glicemia e pelo indice de lesdo insular. Os resultados
obtidos mostram a diminuicdo da incidéncia do diabetes com efeito dose dependente da
testosterona (Figura 1). Na dose de 348 uM administrado semanalmente, observamos
diminuicdo para 20% na incidéncia da doenga, dado similar observado nos camundongos
machos e na dose de 174uM de testosterona tanto semanalmente (Ts1) e mensalmente
(Tm2) a reducdo da incidéncia foi de 40%.

Comparando o indice de insulite, os animais que receberam a dose de 348uM apresentam
baixo indice de lesac pancredtica em relagdo aos animais dos grupos confrole (Cm e Cf) e aos
animals fratados com a concentracéio de 174pM de testosterona { Figuras 2 e 3).

Alem disso, a manifestagdo da doenga nos animais tratados ocorreu enfre a 24% e 26°

semana ,enquanto nos animais dos grupos controles Cf e Cm entre 14%e 19° semana.
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Testosterona  Testosterona
Grupos ng/mi ni/L
Cm 4,56 15,8
Cf 0,3 1,04
Tm 0,5 1,73
Ts1 2,11 7,32
Ts2 6,5 22,5

Tabela 3. Dosagem de testosterona plasmatica nos grupos experimentais. Os

animais do grupo Ts2 apresentaram os niveis mais elevados deste hormbnio.
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Figura 1. Niveis glicBmicos do camundongc NOD da 14® a 28* semana de vida

submetidos ao fratamento com testosterona e seus respectivos controles. O diabetes

foi definido pelo nivel de glicose no sangue > 250mg/di.
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Figura 2. indice de insulina em camundongos NOD tratados com testosterona e seus
respectivos controles. O grupo controle é constituido por machos e fémeas NOD
tratados com salina. QO maior indice foi observado nos animais diabéficos. O grupo
Ts2 ftratado semanalmente com 348uM de festosterona apresenta indices
significativamente reduzidos quando comparado com 0s grupos controle (Cm e Cf).

**p<0,01
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4.3.Imunoistoquimica

A imunoistoquimica do infiltrado insular revelou a presenca de linfécitos T
CD4", T CD8" e macrofagos, especialmente intensos em animais diabéticos.
{(Prancha |} e a analise qualitativa das subpopulactes linfomononucleares confirmou

o efeito imunomodulatério da testosterona no pancreas

No grupo Cm observou-se predominio da imunomarcacéo para CD11%,
macrofagos (prancha | - figura a). Contudo, ha um pequeno nimero de céluias CD4”
e CD8", principalmente em regido perivascular (prancha | - figuras a e b). Em
machos diabéticos (grupo Cm diabético) verificou-se aumento de macréfagos e

linfocitos T CD8" (prancha | -figuras d, e, ).

Em fémeas nao diabéticas (Cf nado diabéticos), observou-se presenga de
infiltrado perivascular constituido por macréfagos, linfcitos T CD4" e CD8” (prancha
I, figuras g, h, i). No grupo controle de fémeas com a manifestagdo do diabetes (Cf
diabéticos) houve um aumento substancial de células CD11" (macréfagos) invadindo
a ilhota de Langerhans, assim como células CD4" ocupando quase a iotalidade da
ilhota. O namero de finfocitos T CD8™ nestes animais apreseniou-se dispersa por

toda area da ilhota {prancha | - figuras j, k, ).

Nos animais do grupo Ts1, foram observados poucas células CD117, linfocitos
T CD4" em regido perivascular (Prancha Il - m, n) apresentando padrao semelhante
aquele observado na marcagdo para células CD8 (Prancha Il - figura o). Ao
contrario, nos animais do grupe Ts2 ha discreto infiltrado perivascular CD11"
(macrofagos), linfocitos T CD4™ e CD8” (Prancha 1l - figuras p, g, r). O grupo de

animais gue recebeu tratamento mensal com testosterona {Tm) apresentou infiltrado
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inflamatério intenso composto por macréfagos ocupando aproximadamente 50% da
area insular (Prancha Il - figura s) observou-se predominio de células CD4* nos
infiltrados inflamatérios invadindo toda area da ilhota (Prancha Il - figura t). Por outro
lado, a marcacao observada em células CD8" exibiu padrio semelhante aquele

observado para macréfagos (Prancha 1l — figura u).
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PRANCHA | — Imunoistoquimica para deteccao de linfécitos T CD4, CD8 ¢
macréfagos em camundongos NOD nos grupos controle.

- Grupo Cm ndo-diabético: {a) células CD11" localizadas predominantemente na
regido perivascular; (b} células CD4" formando infilirado perivascular e
pequeno conjunto de células CD8”,

- Grupo Cm diabético: (d) observa-se grande ntimero de macrdfagos invadindo
a ithota de Langerhans; por ouro lado, ha um pequeno nimero de linfécitos
T CD4" (e) e maior detecgio de linfécitos T CD8" {f) localizados
circundando a ilhota.

- Grupo Cf nao-diabético: (g} infiltrado perivascular de macréfagos, linfécitos T
CD4%(h) e linfocitos T CD8” (i} mais intenso.

- Grupo Cf diabético. observa-se aumento substancial do nimero de células
CD11" (j), linfécitos T CD4"(k) e linfécitos T CD8* {I). Ao contraric dos
demais grupos, a localizagio destas células & predominantemente insular.
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PRANCHA Il — Imunoistoquimica para detecgio de linfocitos T CD4, CD8 ¢
macréfagos em camundongos NOD tratados com testosterona.

Grupo Ts1 : Presenga de pequena quantidade de célutas CD11" {m), CD4™(n)
e células CD8" na regido perivascuiar (o)
Grupo Ts2 : Observa-se menor numero de macréfagos CD11* (p), linfécitos

T CD4" (q) e linfécitos T CD8" {r}, localizados predominantemente em regido
perivascular.

Grupo Tm : Presenca de intenso infilfrado inflamatério composto por macrofagos
localizados predominantemente em regifio peri-insular {8} enquantc ha
predominio de linfGcitos T CD4” na regido central da ilhota de Langerhans {t} e
linfocitos T CD8" dispersos por toda ilhota {u).
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4.4. Efeitos da administra¢cdo de testosterona sobre a expressdo de
citocinas no pancreas e células esplénicas in vivo:

Para avaliagdo do efeito do tratamento com testosterona, realizou-se a
deteccdo da expressdo génica de citocinas pré-inflamatdrias no pancreas € em

céiulas espiénicas isoladas.

4.4.1.Pancreas:

Nos animais ndo diabéticos do grupo Ts1, a expressdo de IFN-y estava
significativamente diminuida (6.2 + 1.5) (p<0.05) quando comparado com o grupo
controle fémea (12.2 + 5.0) e niveis similares ao grupo macho (5.3 + 1.4). O grupo
Ts2 mostrou expressdc aumentado de iFN-y em relagcdc ao grupo controle de
camundongos machos (9.1 + 2.8) (p<0.01), no entanto, apresentou menor expressao
comparado ao grupo confrole de camundongos fémeas (12.2 + 5.0)(Figura 4A). Por
outro lado, nos animais diabéticos IFN-y estava estatisticamente aumentado para o
grupo Ts2 (13.9 + 3.9) e o grupo Tm (16.6 + 4.0) comparado com os controles macho
e fémea (p<0.01 e p<0.05, respectivamente). Entretanto, todos os animais dos grupos
fratados com testosterona mostraram aitos niveis de IFN-y (Ts1, 9.8+ 2.8, Ts2, 13.8+
3.9; Tm, 16.6 £ 4.1) {p<0.05 e p<0.01) comparado com ¢ grupo controle macho (4.4 +
0.7).( Figura 4B}

A expressdo de mRNA IL-12 nos animais do grupo Ts1 {ndo diabético) tratado
estava significativamente diminuido (75.1 + 10.5) (p<0.05) comparado com 0s animais
nac diabeticos do grupo controle fémea (84.5 + 10.8). Entretanto, ndc mostrou

diferenca estatistica entre os demais grupos de animais n3o diabéticos (Ts2, 96.2 +
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14.5; Tm, 81.1 £ 16.0; Cm, 78.9 + 18.1) (Figura 4C). Contudo,no grupo de animais
diabéticos, a expressio de IL-12 estava aumentada em todos animais tratados (Ts1,
90.5 + 12.3; Ts2, 113.3 £ 12.4; Tm, 107.2 + 27.3) {p< 0.05) em relagio ac grupo

controle fémea (74.0 + 15.1) (Figura 4D).

Na andlise de TNF-« entre os animais ndo diabéticos dos grupos tratados e
controle ndo houve diferenga nos niveis de expressao (Cm, 726 + 19.5; Cf 65.8 +
18.8; Ts1, 71.4 £ 6.8, Ts2, 71.2 + 17.3; Tm, 81.2 + 14.1) (Figura 4E). Por outro lado,
nos animais diabéticos, TNF-« estava aumentado no grupo Ts1 (114.3 + 19.5) e Ts2
(110.9 = 18.5) (p<0.05) comparado ao grupo controle macho (65.3 + 12.9) e controle

fémea (79.1 £ 21.4) (FiguradF).
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Figura 4. Expressdo do mRNA de citocinas em péancreas de camundongos NOD
tratados com diferentes concentracbes e periodos de testosterona. A, C e E animais
nao-diabéticos; B, D e F animais diabéticos. (A) Niveis de IFN-y estavam aumentados
no grupo controle de fémeas. {B) Em camundongos diabéticos 0 mRNA do IFN-y
estava aumentado nos grupos Ts2 e Tm. Além disso, todos os camundongos tratados
com testosterona que manifestaram o diabetes apresentaram altos niveis de IFN-y.
(C) Os animais do grupo Ts1 apresentaram niveis menores que os niveis verificados
nas fémeas do grupo controle. (D) A expressdo de IL-12 nos animais diabéticos
evidencia niveis mais alios em todos 0s grupos tratados quando comparados aos

animais do grupo controle de fémeas (E). * p<0,05
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44.2. Células Espiénicas:

Nos animais ndo diabéticos, a anaiise entre os grupos tratados somente o Ts1
(31.1 + 7.9) mostrou aumento na expressao de IFN-y (p<0.01) comparado ao grupo
controle macho (17.5 + 0.6). Ao comparar o grupo controle fémea (59.7 = 19.0) e os
grupos tratados (Ts1, 31.1 £ 7.9; Ts2, 16.7 £ 2.1; Tm, 13.0 + 4.3) a expresséo de IFN-
v estava estatisticamente diminuida (p<0.01) nos grupos Ts2 e Tm. Contudo, IFN-y
estava significamente diminuide nos animais do grupo Ts2 comparado com Ts1
(p<0.05) (Figura 5A). Nos animais diabéticos, comparando o grupo controle macho
(1.2 £ 0.1) com os animais fratados (Ts1, 5.1 + 1.6; Ts2, 6.2+ 2.2, Tm, 128 + 3.9),
somente ¢ grupo Tm mostrou aumento nos niveis de citocina (p<0,001) mas ndo
apresentou diferenca com o grupo conirole fémea (8.3 + 2.9). A andlise entre os
grupos tratados, os animais dos grupos Tm e Ts1 apresentaram diferencas
estatisticas (p<0.01). (Figura 5B)

A expressao de IL-1Z nos animais n&o diabélicos mostrou diferenga estatistica
enire os animais dos grupos tratados (Ts1, 724 + 11.8; Ts2, 925+ 17.5; Tm, 84.8 =
14.4) e grupos controle (Cm, 72.3 + 54 e Cf, 70.9 + 7.4). Entretanto, dentro dos
grupos tratados, encontramos ailtos niveis de express@o de IL12 no grupo Ts2
comparado ao grupo Ts1{p<0.05) (Figura 5C). Para o grupo de animais diabéticos,
iL-12 mostra perfil similar {Cm, 82.3 + 4.9; Cf, 788 £ 16.0; Ts1, 61.3 + 12.8; Ts2,

100.9+ 1.6; Tm, 80.9 £ 5.7} mas com valor de p<0.01.( Figura 5D}

Na avaliagdo da expressao de TNF-x nos animais nio disbéticos dos grupos tratados

(Ts1, 736 £ 193, T2, 887 £ 7.4; Tm, 78.6 + 14.4),0 grupo Ts2 (89.7 + 7.4) estava
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aumentada (p<0.05) comparado com o grupo controle fémea (77.0 £ 10.9) e no
controle macho (80.8 + 8.5). A comparacgéo dentro dos grupos tratados, o grupo Ts2
apresentou aumento nos niveis de expressdo em relacdo ac grupo Ts1 (p<0.05)
(Figura 5E). Nos animais diabéticos do grupo Ts2 (61.4 + 2.2), TNF-a estava
diminuido comparado com os grupos controle fémea (87.0 + 11.3) (p<0.05) e Ts1
(100.7 £ 1.1) (p<0.01) niveis préximos ac grupo controle macho (70.4 + 3.3). Além

disso, a analise dentro dos grupos fratados, Ts2 estava diminuida (p<0.05)

comparado com o grupo Tm. {Figura 5F).
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Figura 5. Expressdo do mRNA de citocinas Th1 em células esplénicas de
camundongo NOD tratados com diferentes concentracOes e periodos de testosterona.
A, C e E animais nao diabéticos. B, D e F animais diabéticos. A) Os niveis de mRNA
de IFN-y estavam aumentados no grupo confrole fémea comparados com os demais
grupos, entretanto, na andlise entre os grupos tratados, o grupo Ts1 apresentou maior
nivel . B) A analise entre os animais diabéticoso grupo Tm exibiu niveis aumentados
na expressdo de IFN em relacdo aos grupos controle e tratados . C) A expressao
génica de IL-12 n&o evidenciou diferencas entre 0s grupos experimentais, por outro
lado, na comparag&o entre 0s grupos tratados, o Ts2 exibiu niveis mais elevados. D)
Os animais diabéticos exibiram perfil semelhante aos observados em animais néo
diabéticos E)} Os niveis de mRNA de TNF-a nos animais ndc diabéticos estavam
maiores nos animais do grupo Ts2. em relagdo aos demais grupos. F) Nos animais
diabéticos, ¢ grupc Ts2 exibiu niveis reduzidos de TNF-«. Valores representando

média + desvio padréo . *p<0,05 e *p<0,01.
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4.5. Ensaio de Viabilidade

O efeitc da testosterona na viabilidade celular foi estudada nas células
esplénicas obtidas no camundongo fémea NOD. As células foram mantidas em
culturas por 24, 48 e 72 horas apds estimulo com diferentes concentracbes de
testosterona : 5, 10, 20, 30 nM. As células do controle ndo foram estimuladas com
testosterona. Os resultados obtidos demostram que a testosterona nas
concentracoes utilizadas e nos tempos estipuiados ndo interfere na viabilidade
celular (Figura 6)

4.6.Efeitos da administracdo de testosterona sobre a expressdo de

citocinas nas células espiénicas in vitro:

Para a andlise da modulacdo da tesiosterona na expressao de citocinas
Th1inas células esplénicas, as células foram cultivadas sobre estimulo da testosterona
e comparamos o efeito enitre as diferentes concentracbes com o controle ndo
estimulado (Figura 7). A testosterona, in vitro, modula a expressio de RNA de
citocinas Th1 dependente de dose e tempo. IFN-y estava aumentada particularmente
nas concentracoes de 20 and 30nM, em 48 horas (p<0,01) comparado com as células
nac estimuladas. Por outro lado, a expressdo de IFN-y estava diminuida nas
concentracbes de 5nM (p<0,05) e 10nM {p<0,01) em 72 horas em relacdo a céluias
citocing (Figura 7A). A comparagdoc da expressdo de IL-12 nas diferentes
concentracdes e tempos mostraram diminuicao da expressao de 1L-12 (p<0.01), em

5nM e 10 nM, em 48 horas & 5nM e 30nM (p<0,01) em 72 horas (Figura 7B). Em
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relagao a expressao de TNF-w, encontramos aumento (p<0,01) nas concentragdes de
5nM e 10nM testosterona, para 48 horas, 10 nM para 24 horas e 30 nM (p<0.01) para
72 horas comparado com ¢ nao estimulado. Por outro lado, os niveis de expresséc
estavam diminuidos na concentracdo de 5nM em 72 horas ( Figura 7C) . A expressio
de IL-10 estava diminuida nas concentracBes de 5, 20 e 30nM (p<0,01) em 24 horas
comparados com as celulas ndo estimuladas e aumentadas na concentracio de 5 nM
em 48 horas. Entretanto,comparado com as células n&o estimuladas a expressao de
IL-10 estava diminuida (p<0.01) em todos os grupos esﬁmulados no tempo de 72

horas (Figura 7D).

4.7. Ativacdo da Via Jak-Stat

Para determinar se a administracdo de testosterona in vivo exerce efeitos nas
proteinas Jak-Stat, importantes elementos envolvidos no sinal de transducio de
citocina, as ativa¢des foram determinadas pela fosforilacao nas células esplénicas de
animais injetados com testosterona. Os ensaios sugeriram que os efeios da
tesiosterona sao dose e tempo dependentes nz ativacBo da via Jak-Stat A
fosforilagio da Tyk2, Jak2 e Stat3 foram detectados no tempo zero {controle salina),
sugerndo um estado basai de ativacdo no bago do camundongo NOD .Para a
concentracdo de 1uM testosterona injetada, os niveis de fosforilagdo deTyk2 estava
reduzida comparada com o tempo O (tempo zero), 5 €20 nM (p<0.01). Enfretanto, na
concentragdc de 20nM de testosterona Jak2 estava aumentada (p<0.01) e Stat3
estava diminuida (p<0.001) quando comparada com outras concentrages (Figura 8).

Nao observamos a ativagcio da Stai4.
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Figura 6. Ensaio de viabilidade pelo MTT. Culturas de células esplénicas de
camundongos NOD nao diabéticos, com 8 semanas, mantidas por 24, 48 e 72 horas
com adigcdo de testosterona nas concentracbes de 5, 10, 20, 30 nM e n&o
estimuladas. Os resultados demostram que néo ha alteragdes na viabilidade celular

emn decomréncia da acdo da testosterona.
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Figura 7. Expresséo de citocinas in vitro. Células Espiénicas de camundongos NOD com 8 semanas
de vida, cultivadas com adicio de testosterona por 24, 48 e 72 horas. A) Expressio mRNA N, as
células estimuladas com 10nM de testosterona durante 24h enconfra-se aumentada quando comparadas
com as células ndo estimuladas. B) Na andlise da expressio génica de IL-12 observou-se efeito inbitério
da adicdo de teslosterona ac meio nas concentragdes de 5 e 10nM na cultura de 48h, e nas
concentragbes de 5nM e 30nM apos 72h. C) Os niveis de mRNA de TNF-a estavam aumentados nas
culturas de 48h nas concentragbes de 5ni, 10nM em culturas de 24h e 30nM nas culturas de 72h. D)
Cbservou-se diminuicdo na expressio génica de IL-10 nas concenfracSes de 5, 20 e 30nM em culiuras
mantidas por 24h e por 72h na concentragiio de 30nM quando comparados as culturas néo estimuladas.
Os vabores representam média + desvio padrdo da tripiicata de culturas. Os dados representam frés
experimentos separados ulilizando células esplénicas de irés animais diferentes. *, p<0.05 e **, p<0,01,
comparacao dos tratamentos i1 vitro foi feito ufiizando ANOVA.
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Figura 8. Efeito da testosterona na ativagio de Tyk2, Jak2 e Stat3 no baco de
camundongos NOD. Homogeneizado de bago obtido de fémeas ndo diabéticas na 82
semana de vida submetido & eletroforese em SDS-Page. Imunoprecipitado e
“‘immunoblotting” realizado com anticorpo anti-fosfotirosina. Autoradiografia de 6
expenmentos que foram digitalizados. A intesidade das bandas foram expressas em
unidades arbitrarias (UA), o gréfico representa médias + desvio padrdo**p<0,01 e

**+5<0,001
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5. DISCUSSAOQ




Trabalhos anteriores demonstraram a existéncia de receptores para
hormonios sexuais em linfocitos, timocitos humanos (COHEN ef al, 1983:
WEUSTEN et al.,, 1986; KENDALL ef al,, 1990), tecido timico fetal (SCREPANT! ef
al., 1982), células mononucleares periféricas sanguineas (SCREPANT! ef a/., 1982;
DANEL et al., 1983) e timocitos intratimicos resistentes a esterdides (PEARCE ef af.,
1981). Recentemente foi demonstrado que andrégenos participam do
desenvolvimento de precursores linféides (OLSEN & KOVACS, 2001). Existem
evidéncias, que 0 mecanismo de acio dos esterdides sexuais no sistema imune siga
duas vias. Primeiro, por via direta, através de receptores em linfocitos, mondcitos e
macrofagos, segundo, por via indireta, pela liberacdo de horménio timico (timosina
B4) o qual ativaria hormoénios hipotaldmicos e hipofisérios (REBAR, ef al., 1982), ou
ainda, aumentando a atividade supressora sobre o linfécito T (BHALLA, 1989). Na
tentativa de entender a influéncia dos horménios sexuais no contexto inflamatério
autoimune, t&m sido utilizados em diferentes modelos e protocolos experimentais. Na
finhagem de camundongos NOD, o dimorfismo sexual estd relacionado & maior
incidéncia do diabetes mellitus autoimune nas fémeas. A castragio do camundongo
NOD macho aumenta a incidéncia do diabetes enquanto, a castrac@o da fémea
reduz a incidéncia da doenca (HAWKINS ef al., 1993; FOX, 1992).

A administracao de testosterona a NOD fémea néo castrada parece protegé-ia
do desenvolvimento do diabetes (HAWKINS ef al., 1993) Nossos resultados estéo de
acordo com esias observagdes e estdo associados & dose de testosterona

administrada. O efeito da testosterona é melhor observado em altas doses (348uM)
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com freqliéncia de administrago semanal, 0 que eleva os niveis plasméticos deste

horménio a niveis proximos aos do macho.

No camundongo NOD a insulite inicia na 42 semana de vida com progressao
visualizada pelo aumento de células inflamatérias infiltrativas que ocorre em paralelo
& destruicdo das células B nas ilhotas pancredticas (SIGNORE ef al., 1989;
KIKUTANI & MAKINO, 1992; PAPACCIO et al, 1993). Nos animais tratados com
testosterona, o indice de insulite, representativo da gravidade do comprometimento
da ilhota, estava diminuido. Conforme o esperado, altas doses de testosterona
administradas semanalmente exerceram controle mais efetivo sobre a incidéncia do
diabetes. Embora, os animais tratados com doses menos concentradas de testosterona
(174uM) apresentem indices de diabetes maiores que 0s animais tratados com altas
doses, a manifestac@o do diabetes foi postergado com inicio semelhante ao ocorrido

nos machos, quando comparada aos animais tratados com salina.

O fendtipc das subpopulacbes de linfécitos T, associados a insulite do
diabetes tipo 1, foi descrito por KIKUTANI e MAKINO(1992). Em adicio, outros
autores (WONG et al., 1997) descreveram as propriedades sinérgicas das células
CD4" e CD8" na insulite @ desenvolvimento do diabetes. BEDOSSA et af {1989)
demonstraram haver aumento na proporgéo de células CD8’, macréfagos, linfécitos
B e células NK (KAY et al, 1997) no infilirado em associacdo a destruicdo das
ceélulas § e progressBo do diabetes. Nossos resultados demonstraram que a
destruicac das células B estava relacionada com o aumenioc de células CD8* e

presenca de macrofagos.
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Nos animais ftratados com diferentes concentracbes de testosterona a
proporg3o de células CD4" e CD8" estava associada & dose administrada, incidéncia
da doenca e indice de destruicdo das ilhotas pancreéticas. Os animais tratados com
testosterona na dose semanal de 348uM apresentaram menor nimero de células

CD4", CD8" e macrdfagos.

A participagio das citocinas no processo da lesdo e suas propriedades
funcionais estdo condicionadas a diferentes fatores, como o microambiente
inflamatorio, origem do estimuio e o equilibrio das propriedades sinérgicas e

antagdnicas das citocinas presentes no compartimento inflamado.

Baseados nestas consideragbes, analisamos a expressfio do mRNA de
citocinas em péncreas e céiulas esplénicas do camundongo NOD tratado com
testosterona, durante 24 semanas (da 4° a 28% semana de vida). Experimentos
adicionais in vitro foram realizados para averiguar os efeitos da testosterona sobre a

expresséo de citocinas em células esplénicas.

Existe uma quantidade substancial de informacBes que salientam os efeitos
dos horménios sexuais nc equilibric da producdo de citocinas Th1/Th2 e, por
conseguinte, no desenvolvimento do diabetes do camundongo NOD. Estudos prévios
sugerem que a resposta autoimune direcionada contra a célula B da ilhota de
Langerhan, possa ser mediada pelo linfécito T auxiliar do tipo 1 (Th1), responsavel
pela producado de citocinas pré-inflamatdrias e responsavel pela fase efetora da
insulite no camundonge NOD { PILSTROM et a/., 1995, BRADLEY ef al., 1999; HIRAI
ef al, 2000). Trabalhos anteriores em nosso laboratério, em concordancia com

outros, demonstraram a presenca de TNF-a e IFN-y nas ilhotas dos camundongos
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NOD nos estagios iniciais do processo inflamatério, correlacionando o aumento na
express&o destas citocinas com a insulite destrutiva (TOYODA ef al., 1994; MUIR ef
al., 1995; RABINOVITCH, 1998; HIRAI et al., 2000; VENTURA-OLIVEIRA, 2002).

Juntos, os resultados do presente trabalho reforcam o efeito da testosterona sobre a
expressao das citocinas no pancreas de camundongos NOD tratados, diabéticos e
ndo diabéticos. A diminuicdo dos niveis de IFN~y, IL-12 e TNF-, indicam que a
testosterona modula as cifocinas pré-inflamatérias no camundonge NOD. Estes
resultados s&o corroborados pela express8o aumentada destas citocinas nos
camundongos do grupo controle nado diabético. Por outro lado, considerando as
células esplénicas comc compartimento periférico ao estudo do efeito da
testosterona na expresséo de citocinas pelo sistema imunoldgico nés observamos,
em oposigdo ao pancreas no animal ndo diabético tratado com testosterona, o
aumento do IFN-y. Além disso, ndo foram encontradas diferencas na expresséo da
IL-12. No camundongoc NOD, linfécitos T CD4+ diferenciam-se em linfocitos Th1
produtores de [FN-y em resposta a estimulagio policlonal. A auséncia de iL-12 e IFN-
v, ndo esta relacionado com a capacidade de estimular a divisdo celular. A IL-2 é
necessaria para diferenciacdo em células Th1 e produgdo de cilocinas pro-
inflamatdrias, demonstrandc atuacioc desta citocina de forma autdcrina na
diferenciacao ceiular, 0 que pode representar suscepfibilidade genética que favorece
os linfocitos T autoreativos produtores de IFN-y no camundongo NOD (ZHOU et al.,
2003). Embora nao tenhamos verificado a expressao de IL-2 no pancreas e baco,
nossos achados sugersm diferengas na modulagdo das citocinas em ambos os

compartimentos em resposta ao estimulo da testosterona exégena.
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Estas observacGes foram confirmadas pelo estudo in vifro da expressdo de
citocinas em celulas esplénicas cultivadas com testosterona. Contudo, ao contrario de
estudos prévios, nds nao verificamos 0 aumento da IL-10 sob estimulo da testosterona
(LIVA & VOSKUHL, 2001). Esta citocina estava diminuida em todas as concentracbes de
andrégeno utiizadas. A aparente discrepancia entre os estudos sugere diferentes

mecanismos na modulagio das citocinas em condices fisiologicas e patoldgicas.

Com relagao aos possiveis efeitos da testosterona na ativacdo da Jak-Stat
nossos resultados demonstraram a dose-dependéncia no estimulo a fosforilacéo de
Jak2 e na fosforilag@o de Tyk2 e Stat3 reduzidas. Em nossos experimentos ndo foi

possivel detectar a ativagZo da Stat4.

Estudos recentes ufilizando o camundongo NOD sugerem o efeito de
estrogenos na ativagio de Stat4 induzida pela IL-12, enquanto a testosterona nao

altera a ativacao de Statd (BAO ef al., 2002).

Por outro lado, a2 expresséo de Stat3 diminuida em linfocitos T apés
hemorragia traumatica, € restaurada pelo pré-ratamento com fiutamida (um
bicgueador do receptor androgeno), sugerindo acéo da testosterona na Stat3 (SAMY
et al., 2000). Estes estudos reiteram nossos dados, que demonstram a ativacao

reduzida de Stat3 em células espiénicas sob fratamento com testosterona.

Em resumo, o presente trabalho é o primeiro relato demonstrando o possivel
efeito moduiatoric da testosterona na ativagdo da Jak2 / Tyk2 - Stat3, o que pode
constituir um fator adicional no controle da produgac de citocinas pro-inflamatérias e

a manifestacdo do diabetes no modelo do diabetes tipo 1 em camundongo NOD.
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CONCLUSOES




1. O efeito da testosterona sobre a incidéncia do diabetes nos
camundongos fémea NOD estava relacionado com a dose e o intervale

dae administracdo do esterdide

2. Na insulite, animais tratados com testosterona na dose de 348 uM
apresentaram indice de les&io pancredtica menor em relacdo aos
demais grupos tratados e aos grupos controles.

3. Independentemente da dose administrada, a testosterona modula
negativamente a expressao de citocinas pré-inflamatérias (IFN-y, {L.-12
e TNF-a) no pancreas. Entretanto, nas células esplénicas nao foi
observado alteragdo na expressdo dessas citocinas, contudo, nos

animais tratados observou-se aumento nos niveis de IFN-y

4. A acBo da testosterona sobre ativagdo dos fatores de transcrigdo { via
Jak/Tyk-Stat) mostra-se dose dependente, com o© aumento da
fosforilagao de Jak2 e diminuic8o de Stat3 juntamente com Tyk2. Esses
dados sao inéditos e abrem novas linhas de investigacio sobre os
efeitos dos esterdides na modulacdo dos sinais de linfocitos na

resposia imune.
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