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RESUMO

O diabetes mellitus do tipo 1 resulta da destrui¢cdo autoimune das células [ da
ilhota pancreatica. O camundongo NOD desenvolve o diabetes tipo 1 espontaneamente
sendo utilizado como modelo para a expressao auto-imune dessa doen¢ca em humanos. O
processo inflamatorio das ilhotas pancreaticas (insulite), que precede a destrui¢do das
células B, tem inicio por volta da 4* semana de vida tanto em machos quanto em fémeas.
Nestes animais a incidéncia do diabetes € predominante em fémeas (com inicio ao redor
da 15% semana) variando entre 60-90% e 10-20% em machos até 30 semanas de vida. A
infiltragdo das ilhotas pancreaticas por c€lulas do sistema imune, seguida pela perda das
células B produtoras de insulina € o aspecto histologico caracteristico do diabetes tipo 1.
Este pode envolver o contato entre c€lulas efetoras (linfocitos T CD4+ e CD8+) e células-
alvo (ilhota) resultando na liberagdo de mediadores soluveis. Citocinas produzidas pelas
células ativadas no infiltrado inflamatodrio sdo os provaveis agentes da perda de funcdo e
destruicdo das células da ilhota e do diabetes. Linfocitos Thl produzem citocinas pro-
inflamatoérias como IL-2, IFN-y TNF-a contribuindo para patogénese do diabetes tipo I.
Além disso, a apoptose das células p tem sido associada com a manifesta¢do do diabetes
tanto em modelos experimentais como em humanos. Vérios estudos implicam Fas, Fas-L,
perforinas ¢ TNF-a como efetores da morte por apoptose das ilhotas. No presente
trabalho analisamos a expressdo génica de citocinas € componentes apoptoticos em
ilhotas isoladas. pancreas, sangue periférico e bago de camundongos NOD néo diabéticos
com idades entre 2-28 semanas de vida e diabéticos. Camundongos da linhagem CBA/j
foram usados como controle. A detec¢do de apoptose in situ foi realizada pelas técnicas
de Feulgen e TUNEL, morfometria para analise dos graus de insulite € imunoistoquimica
para identificacdo do infiltrado inflamatério. Os resultados confirmam a presenca de
citocinas pro-inflamatorias em ilhotas isoladas por todo periodo de vida do animal. Estes
dados foram correlacionados com a presenca de apoptose (detectada pelas técnicas de
Feulgen e TUNEL), analise da extensdo da insulite e fenotipagem do infiltrado com o
avango do processo inflamatdrio e envelhecimento do animal. Além disso, o aumento da
expressdo de Fas, Fas-L e Bcl-w nos animais com intenso processo inflamatério sugere a
apoptose como ocorréncia de mecanismos efetores que, associada a expressdo de
citocinas pré-inflamatorias, correlacionam-se com o avanco dos estagios do processo
inflamatorio na ilhota pancreatica no camundongo NOD.
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ABSTRACT

Type 1 diabetes results from specific autoimmune destruction of beta cells in
pancreatic islets. Non obese diabetic (NOD) mice develop type 1 diabetes spontaneously
and 1s used as animal model for human insulin dependent diabetes mellitus. Inflammation
of pancreatic islet (insulitis) that precedes beta cell destruction begins at about 4 weeks of
age in both female and male NOD mice. However, there is a remarkable gender disparity
in the cumulative incidence of diabetes: 60-90% of females and only 10-20% of males by
30 weeks of age. Diabetes-prone female NOD mice develop diabetes from as early 15
weeks of age. Infiltration of pancreatic islet by immune/inflammatory cells (insulitis).
followed by loss of the insulin producing beta cells is the histological feature of type 1
diabetes. This may involve direct contacts between infiltrating monocytic/lymphocytic
cells (effectors), including CD4+ and CD8&+ T cells and islet beta cells (targets) and/or
may result from the release of soluble mediators from effector cells. Cytokines produced
by infiltrating activated cells are candidate mediators of impaired function and destruction
of islet beta cells. Thl cells produce interleukin 2 (IL-2), interferon y (IFN-y) and tumor
necrosis factor a (TNF-a) contributing to the pathogenesis of type 1 diabetes. Moreover,
B-cell apoptosis has been associated with diabetes onset in both animals models and
recently diagnosed diabetic patients. Several apoptotic pathways have been implicated in
islet destruction, including Fas, perforins, and TNF-a. Many studies have alternatively
considered Fas-ligand (Fas-L), perforins, or TNF- a as effectors of apoptotic islet cell
death. Therefore, we analyzed by reverse transcriptase reaction (RT-PCR) whether the
gene expression of these cytokines and apoptotic components is detectable in pancreatic
islets of NOD mice aging 2 to 28 weeks (prediabetic), using isolated islet of CBA/j as a
non related animal control. Our results confirm the presence of TNF-o and IFN-y
message in NOD islets at the very early stage of inflammation correlating the
enhancement of their expression with destructive insulitis. Furthermore, Fas, Fas-L and
Bcl-w genes in islets of NOD mice were detectable at 2 weeks of age and enhance of their
gene expression was associated with increase of islet infiltrating cells. On the other hand,
these apoptotic components were expressed at low levels in islet of CBA/j. These results
suggest that expression of mRNA for Fas, Fas-L and Bcl-w correlates with the stages of
the islet inflammation in NOD mice.

xXxii



INTRODUCAO

23



1. O Diabetes Mellitus

O diabetes mellitus € definido como desordem metabolica de multipla etiologia
caracterizada por hiperglicemia cronica, que afeta o metabolismo de carboidratos, lipidios
e proteinas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1999), envolvendo a produgdo e/ou
acao da insulina. Varios processos patogénicos estdo envolvidos no desenvolvimento do
diabetes, incluindo a destrui¢do das células B pancreaticas com conseqiiente deficiéncia
de insulina e outros processos que resultam na resisténcia a acdo deste hormoénio
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1999). Considerando-se as caracteristicas
etiologicas do diabetes mellitus e seus mecanismos desencadeantes, essa doenga ¢é
classificada em dois tipos: diabetes tipo 1A: auto-imune ¢ 1B: idiopatico (DM-1), e tipo 2,

(DM-2) (ALBERTI & ZIMMET, 1998).

O inicio do DM-1 auto-imune € na maior parte das vezes, agudo, acometendo mais
freqiientemente criangas e adolescentes (EISENBARTH, et al.,1986). Nessa doenga €
observada inﬁltragﬁo mononuclear progressiva nas ilhotas pancreaticas com destruigdo
seletiva de células B produtoras de insulina resultando na deficiéncia desse hormonio.
Outras células pancreaticas do sistema endocrino, como as produtoras de glucagon
(células o) ou somatostatina (células &) ndo sdo afetadas (KIKUTANI & MAKINO,

1992).

Diversas evidéncias apontam para a origem auto-imune do DM-1 (BOTTAZZO et
al., 1994). Os autores descrevem auto-anticorpos circulantes, denominados anticorpos

anticélula da ilhota ou ICA (*“islet-cell antibodies™). Os ICA sdo detectados precocemente
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antes da manifestacdo clinica do diabetes e sdo considerados marcadores imunoldgicos do

DM-1 sem efeito patogénico direto (PALMER et al., 1981).

Enfatizando-se o conceito do DM-1 ser classificada como doenca auto-imume e
evidenciando-se a destrui¢do seletiva das células B das ilhotas de pancreaticas pela
presenca de clones auto-reativos de linfécitos T, pode-se presumir que o processo auto-
imune seria decorrente da perda da tolerancia de linfocitos a determinados constituintes
desta cé€lula (ROSSINI er al., 1993; SCHWARTZ, 1993). Entretanto, 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 hipdtese da ocorréncia de desequilibrio entre sub-popula¢des

de células T efetoras (BACH, 1994 ¢ 1997).

A perda da tolerdncia imunolégica 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
supressdo periférica da reatividade anti-células B, ocorrem respostas que sio direcionadas,
coordenadas por linfécitos T CD4 + e direcionadas a constituintes da células B, que sdo

processados e expostos por c€lulas apresentadoras de antigenos (APC), favorecendo deste

modo a manifestacdo do DM-1 (LAFFERTY, 1997).

Viérios auto-antigenos constituintes da célula p foram descritos com auxilio de
auto-anticorpos circulantes. Esses antigenos sdo conhecidos como marcadores da

destruicdo imune e, podem ser identificados em estagios precoces do DM-1 quando a
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hiperglicemia diabética em jejum € inicialmente detectada. Os principais auto-antigenos
do DM-1 sdo GAD 65, GAD 67 (“Glutamic acid decarboxylase™) e insulina, os quais
estdo presentes em 85-90% dos individuos com DM-1 (KELLER, 1990; HARRISON et
al., 1992; ATKINSON et al., 1992; HONEYMAN ef al., 1993; DURINOVICH-BELLO

et al., 1996).

Por outro lado. considera-se que a expressdo de peptideos imunogénicos na célula
B, induzidos por toxinas e infec¢des virais, poderiam aumentar a suscetibilidade a reacdes
auto-imunes (BACH, 1994). Além disso, a predisposi¢do genética do individuo para a
destrui¢ao auto-imune, juntamente com fatores ambientais, parece favorecer o

desencadeamento dos mecanismos de auto-imunidade.

O papel do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) na predisposi¢do
genética ao DM-1 esta estabelecida com a associacdo de genes I-A e I-E com a
manifestacdo dessa doenga. Esses genes influem no desenvolvimento do DM-1 através da
selecdo positiva de clones auto-reativos no timo (presenca de alelos de suscetibilidade);
pela auséncia de sele¢do negativa no timo (falta de alelos 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 peptidio/TCR e auséncia de linfocitos T

supressores restritos a0 MHC) (NEPOM & ERLICH, 1991; ATKINSON, 1997).

Diversos autores propdem que variados fatores de agressdo, como citocinas
liberadas pelos linfocitos T, atuem na destruicdo da célula B pancreatica (CORBETT et

al.. 1993: EIZIRIK et al., 1993; POCIOT et al., 1994; EIZIRIK et al., 1996). Tais
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moléculas mediariam o processo inflamatério local, alterando a funcdo das células B e
contribuindo para a destruicdo das ilhotas pancreaticas. Embora os mecanismos de
destruicdo das ilhotas mediados por citocinas nao estejam ainda bem caracterizados,
trabalhos recehtes tém evidenciado que os efeitos citotoxicos dessas moléculas sobre as
ilhotas pancredticas induzem a apoptose das células B IWAHASHI et al, 1996;

RABINOVITCH et al., 1998; THOMAS et al.. 1999).

Finalizando, ¢ importante destacar que grande parte das informagdes que sustentam
a hipdtese da participacdo dos linfocitos T na imunopatogénese do DM-1 decorre de
investigagdo de modelos animais geneticamente predispostos a essa doenga, como 0s
ratos da linhagem BB (Bio-Breeding) e os camundongos da linhagem NOD (diabético

nao obeso).
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2. Modelos Experimentais de Diabetes auto-imune Espontaneo

2.1 Ratos BB

O rato Bio-Breeding (BB) ¢ um modelo espontaneo de diabetes auto-imune que foi
descoberto no Canada por NAKHOODA et a/ em 1977, sendo denominado inicialmente
como BB/DP (diabetes prono). Esses animais desenvolvem DM espontaneo entre 8° ¢ 16
semanas de vida. A freqiiéncia de manifestagdo ocorre tanto em machos quanto em
fémeas € a iﬁcidéncia da doenc¢a varia nas diversas colOnias estabelecidas no mundo,

ocorrendo por volta de 40 a 70% nesses animais.

O estabelecimento clinico do diabetes mellitus nos ratos BB € precedido por um
periodo de pré-diabetes, caracterizado por insulite, onde se verifica a presenca de
anticorpos séricos anti-ilhota pancreatica, similarmente ao que ocorre nos camundongos
NOD. A infiltracdo de células inflamatorias nas ilhotas pancredticas desses animais €
constituida principalmente de linfocitos T CD4+ e CD8+, podendo-se encontrar também

macrofagos e linfocitos B (SEEMAYER et al., 1982).

Além disso. esses animais desenvolvem outras doengas auto-imunes, como
tiroidite, e expressam niveis séricos elevados de auto-anticorpos 6rgdo especificos como

anti-tireoglobulina, anti-mucosa gastrica e antimisculo liso (YALE & MARLISS, 1982).
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2.2 Camundongo NOD (diabético nao obeso)

A linhagem de camundongo NOD representa modelo experimental descrito por
MAKINO er al., 1980, que desenvolve espontaneamente diabetes mellitus auto-imune
semelhante aquele observado em humanos. Essa linhagem foi desenvolvida no Japao,
apés o cruzamento de uma sublinhagem CTS (propensa a catarata) com linhagem nao
consangiiinea ICR. O primeiro relato de DM-1 espontidneo foi observado em apenas um
camundongo fémea e a partir de cruzamentos seletivos de sua prole, a linhagem NOD
isogénica foi estabelecida em 1980 no Laboratério SHIONOGI ABURAHI como modelo

animal para 0 DM-1 (MAKINO et al., 1980)

A colonia NOD/Shi demonstrou prevaléncia de diabetes entre 70-80% para fémeas
e 20% para machos. Contudo, diferengas na manifestacdo do diabetes entre diversas
colonias tém sido relatadas (POZZILLI ef al., 1989). Fatores ambientais como dieta e

exposicdo a virus tém sido considerados como causa das diferencas de incidéncia.

No Brasil, a linhagem foi introduzida e implantada na Universidade Estadual de
Campinas por PAVIN & ZOLLNER (1994), a partir de colonias matrizes provenientes do

laboratorio INSERM U-25-Necker, Paris, Franca.

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 remissdo

espontinea raramente é observada com 6bito dos animais diabéticos entre 4 e 8 semanas

30



depois da manifestacdo do diabetes, a menos que recebam terapia de reposi¢do com
insulina. A prevaléncia da doenga varia nas diversas colonias, entre 5 € 90% nas fémeas e
0 e 50% nos machos. A coloénia NOD estabelecida no centro de Bioterismo da Unicamp
(CEMIB) tem mantido, em condigdes livres de patégenos, prevaléncia de diabetes entre

60%-90% nas fémeas e 5%-10% nos machos.

O diabetes clinico nesses animais €, como no homem, precedido por uma fase pré-
diabética (insulite), caracterizada pela infiltracdo progressiva de células mononucleares
nas ilhotas pancreéticas (inicialmente linfocitos T CD4+ e posteriormente linfocitos T
CD8+). que se inicia ao redor do primeiro més de vida. A segunda fase € caracterizada
pela destruicdo das células B produtoras de insulina e manifestagdo do diabetes

(KIKUTANI & MAKINO, 1992).

A maioria das células mononucleares infiltradas no interior das ilhotas pancreaticas
é representadé por linfécitos T, sub-tipo Th-1. Contudo, pode-se verificar, em menor
extensdo, a presenca de linfocitos B, macréfagos e células NK (KAY et al., 1997; WONG
et al., 1997). Embora a maioria das células infiltradas sejam linfocitos T CD4+, poucos
linfocitos T CD8+ também sdo observados. Nesses animais, a infiltracdo de células
mononucleares ¢ observada nas glandulas submandibulares, lacrimais e tiroide tanto em
fémeas como em machos, por volta de 9 semanas de idade (KIKUTANI & MAKINO,

1992),

Durante o decurso da doenca no camundongo NOD células CD4+ e CD&+

exercem papel sinérgico, uma vez que o diabetes apenas se desenvolvera na presenca de



ambos subtipos (WONG, 1997). Portanto, linfocitos T CD4+ podem ter papel essencial,
ndo somente no inicio da insulite, como também na progressdo do diabetes, uma vez que
sua eliminacz’ié através da utilizagio de anticorpos monoclonais anti-CD4+ pode suprimir
a insulite e, conseqiientemente, o aparecimento do diabetes no camundongo NOD
(SHIZURU et al., 1988). Linfécitos CD4+ sdo predominantemente observados na fase
precoce da infiltracdo (periinsular), onde sdo requeridos para os processos de expansio
clonal através da produgao de IL-2, aumentado assim, a ativagdo de linfocitos T CD8+
(WONG et al, 1997). A propor¢do de células CD8+ no infiltrado de células T é
substancialmente aumentada com o tempo de destruigdo das células produtoras de
insulina (BEDOSSA er al., 1989). Esse fato pode ser explicado pelo sinergismo de ambas
as c€lulas favorecendo a manifestacdo do diabetes, sugerindo que linfocitos T CD4+
podem estar envolvidos no inicio da insulite e no recrutamento de linfocitos T CD8

(KIKUTANI & MAKINO, 1992).

Por outro lado. existem evidéncias do papel dos linfocitos T CD8+ na fase efetora
final da patogénese do diabetes, independente da preseng¢a de linfocitos T CD4+
(NAGATA et al., 1994) (WONG et al., 1996). Dentre os mecanismos de destrui¢ido das
ilhotas pancre.éticas pelos de linfécitos T CD8+ estdo a capacidade de realizar fungdes
citotoxicas através da utilizag@o de granulos de perforinas e granzimas bem como indug¢io
de apoptose através da interagdo Fas/Fas-L (CHERVONSKY et 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 eliminagédo
pode contribuir para a manifestagdo da doenga. Assim, observou-se que a prevengdo do
DM espontaneo no camundongo NOD pode ser obtida atraves da timectomia neonatal.
Além disso, em camundongos NOD/nude (atimicos), verifica-se reducdo da incidéncia de
insulite sem manifestagdo do diabetes. Complementando essas observagdes, autores
descreveram que a administragdo de imunossupressores com funcdo direcionada
preferencialmente para linfocitos T e administragdo de anticorpos anti-CD3+
(HAYWARD & SCHREIBER, 1989) sdo capazes de suprimir a ocorréncia do DM auto
-imune esponténeo (O' REILLY ez al., 1991; BACH, 1994; KAY et 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 et al.,

1995;: WONG & JANEWAY 1997).

No conjunto, essas observacdes tém reforcado a hipotese de que direta ou
indiretamente tanto a insulite como o diabetes sdo de etiologia auto-imune e dependente
de linfécitos T. Contudo, apesar de experimentos envolvendo o camundongo NOD

fornecerem evidéncias do papel chave de substancias mediadoras da destrui¢do das
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células B produzidas por linfocitos T CD4+ e CD8+, existem evidéncias da presenca de

mecanismos efetores finais apoptdticos pelos quais essas células sdo destruidas.

3. Imunoregulacio, Citocinas e Destrui¢iao das ilhotas pancreaticas

A resposta imune € coordenada por linfocitos T auxiliares (Th-T Helper) cujas
func¢des diferem de acordo com o estimulo antigénico e condi¢des do micro ambiente no
qual ocorre a resposta. Desta forma, os linfécitos Th s@o subdivididos nos fendtipos de
resposta Thl, caracterizados pela expressdo local de citocinas especificas como IL-2,
IFN-y e TNF-a.. A resposta Thl genericamente manifesta-se nas doen¢as auto-imunes
mediando a in_ﬂamagﬁo através da resposta imune celular, representada pelos linfocitos T
citotoxicos, “natural killer” e macrofagos. Por outro lado, o fendtipo Th-2 direciona
resposta imune humoral com liberagdo local de citocinas do tipo IL-4, IL-5, IL-6, IL-10
(RABINOVITCH, 1998). No contexto dos possiveis mecanismos envolvidos nas
desordens auto-imunes, o desequilibrio entre as populagdes de células Thl ¢ Th2 com
predominancia do fenoétipo Thl parece ter substrato na fisiopatologia da quebra de
tolerancia e reagdes auto-imune que ocorrem na linhagem de camundongos NOD.

O conceito que a destrui¢do das células p ocorre quando ha predominio de
citocinas do tipo Th-1 sobre Th-2 foi obtido através da transferéncia de linfocitos CD4+
obtidos de camundongos NOD tratados pela administragio de superantigenos
incorporados a adjuvante completo de Freund—CFA. A transferéncia adotiva destes
linfocitos para animais NOD evitou a ocorréncia do diabetes, em virtude de provavel

desvio da resposta imune de Thl para Th2, devido a agdo do superantigeno, com
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liberacdo de citocinas anti-inflamatérias (IL-4, IL-10) (KAWAMURA ef al.,1993; QIN et
al., 1993). Postulou-se, entdo que os mecanismos deste tipo de protegdo envolveriam agio
seletiva sobre certas sub-populagdes linfocitarias T CD4+, desviando a resposta imune de
padrdo Thl para Th2 com amplia¢do da resposta humoral, modulando a resposta celular

no sentido de retorno a homeostasia imune.

O padrdo de resposta observado em pacientes com DM-1 bem como camundongos
NOD e ratos BB sido marcados pelo predominio de citocinas caracteristicas da resposta Thl
(RABINOVITCH, 1998; HARTEMANN et al., 1999). Acredita-se que haja o envolvimento
direto das células linfocitarias designadas células efetoras sobre as células B pancreaticas
designadas células alvos, resultando na liberagdo de mediadores soluveis responsaveis pelo
processo inflamatorio local contribuindo para a destruigdo das ilhotas (CAMPBELL et al.

1988; PUKEL et 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-o, TNF-B e IFN-y utilizando ilhotas isoladas de modelos
animais. Nas ilhotas pancredticas recém isoladas, os efeitos dessas citocinas tém sido
amplamente estudados (RABINOVITCH et al., 1994 e 1998, RABINOVITCH & SUAREZ-
PINZON, 1998) mostrando que séo capazes de, isoladamente, inibir a liberagéo de insulina
pelas ilhotas pancreaticas e, combinadas, de induzir a fragmentagéo do DNA e destrui¢do
das células p pancredticas IWAHASHI et al., 1996; RABINOVITCH et al., 1994 e 1998,
RABINOVITCH, A., SUAREZ-PINZON, 1988). Contudo, estudos in vitro possivelmente

ndo representem a magnitude da fisiopatologia da lesdo pancreatica que ocorre in vivo. A
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simples presenca da citocina na lesdo da insulite ndo identifica seu papel na patogénese do
DM-1, uma vez que esta pode ter fungdo pro-inflamatéria, ou mesmo antiinflamatoria
regulando, desta maneira, o processo inflamatério (RABINOVITCH & SUAREZ-

PINZON, 1998).

No camundongo NOD, a expressdo de IFN-y nas células infiltradas das ilhotas foi
relacionada com a insulite destrutiva (TOYODA et al., 1994; RABINOVITCH ez 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 destruicdo da ilhota e a manifestagio do DM-1 associam-se com o
aumento da produ¢do pelas células do infiltrado inflamatério (HIRAI ez al, 2000).
Refor¢ando ainda a importancia da realizagdo de estudos in vivo, pode-se observar em
experimentos de expressdo transgénica de IFN-y em células B de camundongos normais o
papel citotoxico do IFN-y nas células B, e esses dados demonstraram a ocorréncia da

insulite mediada por células imunes, destrui¢do das ilhotas pancredticas e manifestagdo do

DM-1 (SARVETNICK et al., 1990).

Como referido anteriormente, a variedade de mecanismos tem sido proposta para
explicar os efeitos citotdxicos das citocinas nas ilhotas pancreaticas, os quais incluem a
formagédo de 6xido nitrico que é mediador citotoxico da agdo dessas citocinas por induzir
a lise das células das ilhotas precedendo a lesdo do DNA e ocasionando a sua destruigdo
(RABINOVITCH et al., 1994 e 1998, RABINOVITCH & SUAREZ-PINZON. 1998:

GURLO et al., 1999; THOMAS et al., 2002). Sendo assim, pode-se sugerir que a
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destrui¢@o das células B ocorre por apoptose onde a fragmentagdo de DNA tipica tem sido

observada em ilhotas pancreaticas tratadas com a combinagdo de IL-1, TNF-a e IFN-y
(RABINOVITCH et al, 1994 YAMADA et al., 1996; SUAREZ-PINZON et al.,1999;

THOMAS et al., 1999).

Baseando-se em experimentos que envolvem o camundongo NOD, outros
mediadores também sdo capazes de efetuar a destrui¢do das células . Dentre os
mediadores envolvidos nessa destrui¢ao incluem-se: conteudos granulares das células T
CD8+, como perforinas e granzimas, moléculas de superficie como Fas, Fas-L, TNF-R ¢
outros membros da familia TNF, reconhecidos por induzir a fragmentagdo do DNA e
mudancas morfolégicas caracteristicas da apoptose através de sinalizagdo de receptores
que envolvem a ativagdo de proteases ou caspases (INGELSSON et al., 1998; THOMAS

& KAY., 2000).

Desta forma. de acordo com os dados experimentais exXpostos por esses autores,
fica demonstrado que o controle da resposta imune € miltiplo e, provavelmente, depende
somatoria de efeitos de varias citocinas que constituem um microambiente propicio para a

destrui¢do das ilhotas pancreaticas.

4. Apoptose e a Destruicio das Ilhotas Pancreaticas

Diversos autores tém sugerido a apoptose como um dos mecanismos efetores da
lesdo da ilhota pancreatica (EIZIRIK & MANDRUP-POULSEN, 2001). Paralelamente,

as respostas imunes sdo diretamente controladas por mecanismos apoptdticos envolvidos



na regulacdo do repertério de células T (VIGNAUX & GOLSTEIN, 1994; LENARDO

M.J, 1997; SCAFFIDI et al., 1999).

Dentre os eventos que podem ser verificados na apoptose, pode-se citar as
mudangas morfolégicas, alteragdes bioquimicas e expressdo de marcadores moleculares
(GERSCHENSON & ROTELLO, 1992). A principal caracteristica da apoptose é a
retracdo celular, em virtude da condensagdo citoplasmatica, com compactacdo das
organelas celulares, picnose nuclear e formagdo de massas de cromatina ao redor da

membrana nuclear.

Durante o processo apoptdtico ocorre a ativagdo de endonucleases, que clivam a
cromatina, constituindo-se no padrdo bioquimico mais caracteristico deste processo. Na
membrana plasmatica das células apoptéticas encontram-se numerosas vesiculas
chamadas de 'I'corpos apoptoticos" que contém fragmentos nucleares e organelas intactas,
que sdo rapidamente fagocitados pelas células vizinhas ou macro6fagos, sem causar

reagdes inflamatorias nas células vizinhas (GAVRIELI et al., 1992).

Nas células T, especificamente linfocitos T CD4+, a morte celular programada ou
apoptose resulta da interacdo de duas moléculas expressas na superficie de células
ativadas, designadas como Fas (APO-1/CD95) e Fas-L (CD95L). A interacdo Fas/Fas-L
resulta em tradu¢do de sinais citoliticos intracelulares levando a morte apoptotica

(PARIJS VAN & ABBAS, 1996).

O sistema Fas/Fas-L estd envolvido nesse processo, chamado morte celular

induzida pela étivagﬁo, a qual esta relacionada com expressao CD95-CD95L em linfocitos
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ativados, sugerindo que a delegdo clonal periférica € o principal mecanismo responsavel
para manutencdo da tolerancia e prevengdo dos processos auto-imunes (VIGAUX &

GOLSTEIN, 1994; GIORDANO et al.,1995).

As principais vias moleculares efetoras e moduladoras da apoptose envolvem as
moléculas Fas (Apo-1/CD95), Fas-L (Fas-Ligante), Fator de Necrose Tumoral (TNF),
Receptor do Fator de Necrose Tumoral (TNF-R), Caspases e Bcl-2 (GRANVILLE ez al.,

1998).

A molécula Fas (Apo-1/CD95) € uma proteina transmembrana expressa
constitutivamente em algumas células e tecidos que atua como receptor para a molécula
Fas-L. proteina de superficie, que pode estar expressa em alguns tecidos linfoides e néo-
linfoides (GRANVILLE et al., 1998). A ligacdo de Fas-L a molécula Fas resulta na
sinalizacdo intracitoplasmatica da célula "receptora", onde ocorrem diversas alteragdes
moleculares que resultam na de apoptose dessa célula. Essas moléculas s@o responsaveis
pela delecdo de células auto-reativas do sistema imune e pela atividade citolitica dos

linfécitos T CD&+ (NAGATA, 1997

O sistema TNF/TNF-R funciona basicamente da mesma maneira que o sistema
Fas/Fas-L. ou seja, apds a interacdo do ligante com seu receptor, ocorre no interior da
célula, transformacdo bioquimica com ativacdo de diversas enzimas conduzindo a

apoptose.



Considerando as diferentes vias pelas quais os linfocitos podem destruir as ilhotas
pancredticas, verificou-se que diversos mecanismos provavelmente contribuem para

morte das células 3.

A interleucina-1B, por exemplo, parecer induzir apoptose em ilhotas através da
liberagdo de radicais livres, como o 6xido nitrico, efetivando a ativagio intra-celular da
cascata de morte celular programada (LIU er al., 2000). Esta citocina pode, também,

ativar moléculas sinalizadoras da morte celular como Fas e TNFR (NAGATA, 1997).

A citotoxicidade mediada por linfocitos T CD8+, uma das principais formas de
destruicd@o das ilhotas pancredticas, efetua-se através de apoptose induzida por mediadores

como perforinas, 6xido nitrico, Fas-L, e TNF (KAGI et al., 1997).

Estes mediadores citotoxicos sdo indutores da fragmentacio do DNA e de
mudangas morfologicas caracteristicas da apoptose. Apos a ativacio de caspases
(“cyteinyl aspartate-specific proteinases™), iniciam uma série de clivagens auto-cataliticas
utilizando como substrato proteinas envolvidas na homeostase e sobrevivéncia celular,

provocando apoptose (GRANVILLE et al., 1998; INGELSSON et al., 1998).

A hipotese do envolvimento da interagdo via Fas/Fas-L no desenvolvimento do
diabetes auto-imune recebeu importante subsidio através das evidéncias apresentadas por

YAMADA et al.(1996); CHERVONSKY e? al.(1997) e ITOH ez al. (1997).

YAMADA e colaboradores (1996) realizaram estudo de indugdo da expressdo de

Fas em ilhotas pancreaticas de camundongos da linhagem Balb/c utilizando a citocina IL-
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1B. Os resultados deste trabalho forneceram as primeiras evidéncias de que as células da

ilhota pancreatica expressam Fas quando expostas a citocinas.

CHERVONSKY et al. 1997 e ITOH et al., 1997 estudaram a expressdo de Fas em
modelo variante do camundongo NOD com deficiéncia de Fas (camundongo MRL-
Ipr/lpr), o qual ndo desenvolve diabetes e apresenta resisténcia a transferéncia adotiva.
Concluiram, que a expressdo de Fas pelas células B era necessario para sua destrui¢do
durante o curso do processo da insulite. No conjunto, essas observacdes refor¢am a
hipotese de que a interagdo Fas/Fas-L desempenha papel importante no processo de
destruicdo das ilhotas pancredticas ¢ tem dado suporte a novas investigagdes do

envolvimento deste sistema no DM-1.

Frente a esses dados, varios trabalhos foram realizados na tentativa de evidenciar a
influéncia Fas na indugdo da apoptose no processo de insulite e destruicdo das ilhotas

pancreaticas. SUAREZ-PINZON et al., 2000, verificaram a expressdo de Fas associado a
expressio de citocinas pro-inflamatérias (IL-la, TNF-oo e IFN-y) em 1ilhotas
transplantadas. Contudo, em estudos adicionais esses autores observaram que 0 aumento
da expressdo de Fas na maioria das células B das ilhotas pancredticas de camundongo
NOD nido estavam associados a manifestagio do diabetes. Por sua vez, THOMAS et al.
(1999) mostraram a expressao de Fas apenas em pequeno numero de células B, sugerindo

que a destruicdo é parcialmente mediada por esta molécula.

Dentro deste contexto, ALLISON et al. (1998); KIM et al. (1999) publicaram
resultados que contrariam estudos anteriores e demonstram que a intera¢do Fas/Fas-L ndo
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se relaciona com o desenvolvimento do diabetes auto-imune do camundongo NOD e
demonstram que Fas-L ndo é a molécula efetora na morte das células B e do diabetes

auto-imune.

Considerando as divergéncias expostas e na tentativa de resolver a questdo que
envolve o papel do Fas mediando a apoptose no diabetes auto-imune, KIM et al. (2000)
conduziram suas pesquisas baseando-se na hip6tese de que a resisténcia para se transferir
o diabetes no camundongo NOD-/pr/lpr deve-se a anormalidades (T CD4/CD8") dos
linfécitos e ndo na supressdo de Fas neste modelo. Assim, esses autores concluiram que
Fas-L ndo ¢ a molécula efet.ora na destrui¢do das células B e que os camundongos NOD-
Ipr/lpr s@o resistentes a transferéncia do diabetes em virtude da expressdo constitutiva de
Fas-L em seus linfocitos anormais, exercendo assim, citotoxicidade em linfdcitos

diabetogénicos.

Por outro lado. a possibilidade de que anormalidades fenotipicas do camundongo
NOD-Ipr/lpr podem vir a complicar a interpreta¢do de resultados foi rejeitada por SU et
al. (2000) através de seus experimentos com camundongos depletados geneticamente de

Fas e Fas-L, onde os experimentos foram capazes de prevenir o diabetes.

Posteriormente. SUAREZ-PINZON et al. (2000) verificaram em ilhotas enxertadas
em camundongos NOD diabéticos, a diminui¢do da destruicdo auto-imune através da
neutralizacdo do Fas-L pela administra¢do de anticorpos monoclonais. Deste modo, os

achados acima sdo corroborados pela observacdo de que o mecanismo mediado pela

interagdo Fas/Fas-L esta envolvido na destrui¢do auto-imune das células .
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Apesar. de resultados contraditorios envolvendo o papel patogénico do sistema
Fas/Fas-L. no diabetes auto-imune, e ainda a persisténcia de duvidas relativas a
participacdo direta das moléculas Fas e Fas-L no processo de indugdo de apoptose no
diabetes auto-imune. utilizando camundongos NOD geneticamente manipulados ou néo,

todos estes estudos sdo suficientes para sugerir o possivel envolvimento deste sistema na

evolucdo e instalagdo da doenga.
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1. Caracterizar morfologicamente os graus de insulite em camundongos da

linhagem NOD pré-diabéticos e diabéticos.

2. Verificar a dindmica da expressdo génica de componentes de apoptose (Fas, Fas-
Ligante e Bcl-w) e de citocinas pré-inflamatérias (IL-2: TNF-o INF-y), em ilhotas
pancreaticas, células sanguineas periféricas, bagos € péancreas de camundongos

NOD-Uni com 2. 4, 8. 14 e 28 semanas de vida e diabéticos.

3. Associar a dindmica da expressdo de Fas, Fas-Ligante e Bcl-w e citocinas pro-
inflamatérias (IL-2; TNF-o INF-y) em ilhotas pancredticas com a instalagdo e

desenvolvimento do DM-1.
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MATERIAL E METODOS
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1. Animais

Os camundongos utilizados neste estudo eram obtidos da colonia NOD proveniente
do INSERM U-25, Hospital Necker (Paris, Franca), implantada e mantida pelo Centro de
Bioterismo da Unicamp (CEMIB) desde 1994, em condigdes livres de patogenos. A
freqiiéncia do DM-1 clinico espontdneo registrado na colonia de camundongos da NOD-
Uni do CEMIB a partir da sua implantacdo, tem se mantido ao redor de 60% entre as
féemeas e de 5% entre os machos, considerando-se a populagdo dos animais com no
maximo 25 sémanas de idade, revelando-se similar a da colénia de origem (PAVIN &

ZOLLNER, 1994).

Eram empregados 84 camundongos NOD fémeas e 79 CBA/j fémeas, retiradas do
CEMIB com 2 e 4 semanas de idade. A partir de seu recebimento, 0s animais eram
mantidos no biotério do Laboratério de Imunologia Clinica DCM/FCM/UNICAMP sob
condi¢des sanitarias livres de patogenos conhecidos, com controle de luz e temperatura,
recebendo racdo e agua ad libitum. Os animais eram sacrificados ao completarem 2, 4, 8,
14 e 28 semanas de vida, de acordo com o protocolo estabelecido para cada grupo
experimental, ou quando apresentassem glicostria positiva por duas dosagens

consecutivas e glicemia acima de 300 mg/dl (ITOH et al., 1997; JUN et al., 1999).



2. Grupos Experimentais

Para a analise morfolégica do péancreas e o estudo da expressdo de mRNA de
citocinas, Fas, Fas-L e Bcl-w em ilhotas pancreaticas, os animais eram divididos em dois
grupos A e B, sendo o grupo A destinado a remogéo do pancreas e o grupo B destinado ao
isolamento de ilhotas pancreaticas (Tabela 1).

Animais do grupo A
Os animais do grupo A, eram divididos em trés grupos: An, Ac e Ad.

Grupo An: camundongos da linhagem NOD com o tempo de sobrevida de 2, 4, 8,

14 e 28 semanas vida. ndo diabéticos (Tabela 1, p.55).

Grupo Ac: camundongos da linhagem CBA/j, os quais ndo desenvolvem o
diabetes, eram utilizados como controle do grupo An (NOD). Esses animais eram

mantidos no mesmo tempo de sobrevida do grupo An (2, 4, 8, 14 e 28 semanas vida).

Grupo Ad: camundongos da linhagem NOD diabéticos (Tabela 1, p.55).

Animais do grupo B
Os animais do grupo B eram divididos nos grupos Bn e Bc.

Grupo Bn: camundongos da linhagem NOD, sacrificados com 2, 4, 8, 14 e 28

semanas de vida, tinham suas ilhotas pancreaticas isoladas.

Grupo Bce: camundongos da linhagem CBA/j, utilizados como controle do grupo
Bn (NOD), mantidos no mesmo tempo de sobrevida deste (2, 4, 8, 14 e 28 semanas vida -

Tabela 1, p.55).
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2.1. Camundongos NOD

Para o estudo dos camundongos NOD com 4, 8, 14 semanas de vida eram
empregados 42 fémeas divididas em 3 grupos experimentais de 14 fémeas cada um. Cada

um dos 3 grupos era subdividido em dois grupos, A e B, compostos de 7 animais cada.

No estudo dos animais com 2 semanas de vidas eram empregados 21 camundongos

NOD fémeas divididas em dois grupos, A e B, compostos de 7 ¢ 14 animais cada.

Para o estudo da manifestacdo do diabetes, eram empregados 21 camundongos
NOD fémeas mantidos até completarem 28 semanas de idade. Os sacrificios ocorreram
quando os animais apresentaram glicemias iguais ou superiores a 300mg/dl (17mM/L) ou
quando completaram 28 semanas de vida. Os animais que manifestaram o diabetes eram
transferidos para o grupo denominado Ad e animais que completaram 28 semanas mas
ndo manifestaram diabetes eram subdivididos também em mais dois grupos, A e B

compostos de 6 € 5 animais cada (Tabela 1, p.55).
2.2. Camundongos CBA/j

Para o-estudo dos camundongos CBA/j (grupos Ac e Bc) com 4, 8, 14 e 28
semanas de vida eram empregados 56 fémeas divididas em 4 grupos experimentais de 14

fémeas cada um. Os 4 grupos eram subdivididos em dois grupos, A e B. compostos de 7

animais cada.
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Para o estudo dos animais com 2 semanas de vidas eram empregados 23
camundongos CBA/j fémeas divididas em dois grupos, A e B, compostos de 7 e 16

animais cada (Tabela 1, p.55).
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Grupos A B Tempo de Sacrificio
An 2 n=7 Bn 2 n=14 2 semanas
An 4 n=7 Bn 4 n=7 4 semanas
An 8 n=7 Bn 8 n=7 8 semanas

An 14n=7 Bn 14 n=7 14 semanas
An28n=6 Bn28 n=5 28 semanas
Ac 2 n=7 Bc 2 n=16 2 semanas
Ac 4 n=7 Bc 4 n=7 4 semanas
Ac 8 n=7 Bc 8 n=7 8 semanas
Ac14n=7 Bc 14n=7 14 semanas
Ac 28 n=7 Bc 28 n=7 28 semanas
Adn=10 -*. Diabéticos

Tabela 1. Resumo dos grupos experimentais empregados e respectivos tempos de sacrificios.
Grupo A estudos histopatologicos do pancreas (morfometria, imunoistoquimica, Feulgen,
TUNEL). Grupo B estudos realizados em ilhotas isoladas (PCR de citocinas Thl e

componentes apoptoticos). An=NOD: Bn=NOD; Ac=CBA/j; Be=CBA/j e Ad=NOD diabeticos.
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3. Diagnostico do Diabetes

A ocorréncia do diabetes mellitus era monitorada em todos os animais a partir da
sua retirada do CEMIB. Diariamente, entre 9 e 10 horas da manhi, era verificada a
ocorréncia de glicostria empregando-se o teste da glicofita (Glicofita, Lilly). As
glicemias eram monitoradas semanalmente em jejum através de glicosimetro Prestige
LX® (Home Diagnostic, Inc. EUA) retirando-se amostra de sangue da veia caudal do
animal. Os animais eram considerados diabéticos apds constatagdo de glicostria por dois
dias consecutivos e confirmagdo da glicemia através de glicosimetro com valores de
glicemia igual ou superior a 300 mg/dl (estabelecido no Laboratério de Imunologia

Clinica e em concordéncia com ITOH et al, (1997).

4. Sacrificio dos Animais

Os animais, ao completarem as idades estipuladas (2, 4, 8, 14 e 28 semanas de
vida), eram anestesiados com Pentobarbital sddico 3% (15 a 30mg/kg de peso corpdreo) e
0 sangue periférico coletado através de puncdo cardiaca. A seguir, o0 sangue era
transferido para tubo plastico de 1,5 ml (livre de RNAse) contendo 20ul de EDTA e 300ul
de 4M de tiocianato de guanidina e sarcosil 0,5% (ambos Gibco BRL, Life Technologies.
EUA) para cada 200ul de sangue. Apods este procedimento, realizava-se a remog¢do do
pancreas ou isolamento de ilhotas juntamente com a retirada do bago, o qual era

armazenado em 500ul solugdo de lise conservadora de guanidina-sarcosyl.



Os animais que se apresentaram diabéticos antes de completado o tempo de
sobrevida maxima (28 semanas de vida) eram sacrificados para remoc¢ao do pancreas.
Este 6rgdo era depositado em capsulas contendo meio de inclusdao O.C.T (Tissue Tek
Miles - EUA) e rapidamente congelados em nitrogénio liquido. A seguir eram
conservados em “bio-freezer” a - 80°C até processamento histologico. Apods este
procedimento os pancreas eram submetidos a criocortes para estudo morfologico,
imunoistoquimica e técnica TUNEL, empregando-se cortes obtidos em criostato. O
restante de tecido pancredtico era conservado em guanidina-sarcosyl para futura extragao
de RNAT. O mesmo procedimento era empregado com todos os animais do grupo An €

Ac ao final de cada periodo experimental previamente estipulado.

5. Analise Morfologica

A avaliacdo morfologica das ilhotas e caracterizagdo do grau de insulite foi
realizada nos pancreas provenientes dos animais dos grupos: An 2 semanas (n=7), An 4
semanas (n=6). An 8 semanas (n=6), An 14 semanas (n=7), An 28 semanas (n=6), Ac - 2,

4, 8, 14 semanas (n=5), Ac 28 semanas (n=7); Ad (n=10).

Os pancreas eram transferidos e posicionados no suporte do criostato (Leica,
CM1850) de maneira a se obter a maior 4rea possivel de corte. Os cortes eram coletados
em série de nove cortes consecutivos de Sum de espessura e depositados em laminas
histologicas previamente silanizadas (y Methacryl-Oxipropil-Methoxysilane - Sigma St
Louis, EUA). Apos a obten¢do da primeira série de cortes, 0 pancreas era desbastado

300um e, a seguir, outra série de nove cortes era igualmente processada. Repetia-se este
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procedimento outras seis vezes obtendo-se os conjuntos de ldminas representados no

esquema 1 p.60.

As laminas n°: 1, 4,7, 10, 13 e 16 - grupos An, Ac, Ad obtidas através de
criocortes eram corados pela técnica da hematoxilina e eosina, observadas em
microscopio Optico (Axioscope, Zeiss, Darmstad-Germany), permitindo detectar a
presenca de infiltrado inflamatério em toda extensdo do 6rgdo. Os cortes nos quais se
evidenciava a presenca de infiltrado inflamatério eram classificados segundo o grau de
insulite apresentado e o numero total de ilhotas Langerhans contados. As l4minas
subsequentes eram utilizadas para a caracterizagdo linfocitaria. Deste modo, para
fenotipificagdo do infiltrado celular através da técnica de imunoistoquimica (CD3+) eram
utilizadas as laminas n°: 2, 5, 8, 11, 14 e 17 e para a técnica de Feulgen e TUNEL eram

selecionadas as ldminas n°: 3, 6. 9, 12, 15.
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A classificagdo utilizada nas ilhotas pancreaticas, segundo o grau de insulite
apresentado, era realizada seguindo adaptagdes e atribuindo-lhes pelos critérios propostos

por SIGNORE et al. (1989) e PAPACCIO, BACCARI & MEZZOGIORNO (1993).

0 = ilhota normal, na auséncia de infiltrado.
1 = peri-insulite, presenga < 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. Ocupac¢ado extensiva

da ilhota.

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

As ilhotas eram contadas e classificadas por grau, em trés planos de cortes
diferentes por orgdo. Os resultados eram representados pela média e desvio padrdo

referente relacdo numero de ilhotas de cada graw/total de ilhotas contadas por animal, para

cada grupo experimental.
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Esquema 1- Representagdo do procedimento para a obtengdo dos conjuntos de cortes

analisados para estudo morfoldogico e quantitativo das ilhotas pancreaticas.
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6. Isolamento de Ilhotas Pancreaticas

As ilhotas eram isoladas seguindo-se a técnica originalmente descrita por
MOSKALEWSKI 1965, aplicada a pancreas de murino por LACY & KOSTIANOVSKY
1967, com e{lgumas modificagdes introduzidas por BOSCHERO, DELATTRE &
SANTOS 1980, com adaptagbes quanto ao tempo de reagdo e concentragdo de
colagenase, realizadas em nosso laboratério visando melhorar rendimento e viabilidade,

conforme descri¢do a seguir.

Apos anestesia, foi realizada abertura da cavidade abdominal e exposi¢do do
pancreas. Apés distensdo e isolamento dos outros 6rgdos, 0 pancreas era infundido com
solu¢do de Hanks, contendo 2mg/ml de colagenase (Sigma Chemical Company, St. Louis,
MO. EUA.) através de seringa de 1ml até o seu intumescimento. A seguir, 0 0rgao era
removido e transferido para uma placa de Petri onde sofria fragmenta¢do suave com o
auxilio de tesoura cirirgica. A suspensdo era transferida para tubo de ensaio vedado com
rolha e encubado em banho térmico a 37°C durante 15 minutos. Decorrido esse periodo e
sob o banho térmico. o tubo era agitado manualmente por aproximadamente 1 minuto,
(tempo este controlado de acordo com a turgidez do material, indicativo de digestdo
enzimatica) e mantido por mais 1 minuto em banho térmico para finalizar a digestao do
orgdo. Em seguida, o conteudo era transferido para becker de 100ml, sendo adicionado
solucio de Hanks gelado até completar volume de 80ml. Apos intervalo de 2 minutos,

aspirava-se o sobrenadante com uma seringa de vidro de 20ml. Repetia-se este
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procedimento 3 vezes com a finalidade de separagdo do tecido adiposo, colagenase e

enzimas pancreaticas.

Para o isolamento de ilhotas pancredticas dos animais com 2 semanas de vida.
utilizava-se metade da concentragdo de colagenase por pancreas com tempo de incuba¢io

reduzido para 10 minutos.

O isolamento das ilhotas era realizado manualmente através de lupa, colocando-se
por volta de 10ml da suspensdo de ilhotas em solu¢do de Hanks contendo 2,8mM de
glicose e 3mg/ml de albumina em uma placa de Petri com fundo preto. As ilhotas eram
coletadas por aspira¢do, com auxilio de pipeta Pasteur estirada e tratada com albumina
(BSA) (solugdo de Hanks contendo 10mg/ml albumina). A seguir eram transferidas para
outra placa de Petri de fundo preto com solu¢do Hanks contendo 2.8 mM de glicose e

3mg/ml de albumina. A partir desta solugdo realizava-se uma nova coleta.

As ilhotas coletadas eram transferidas para tubo plastico, livre de RNA.
Adicionava-se a seguir cerca de 300ul de soluc@o preservadora de guanidina-sarcosil e

mantinha em bio-freezer a -80°C até a sua utilizacio.

7. Viabilidade das Ilhotas Pancreaticas Recém Isoladas

A viabilidade das ilhotas recém isoladas era estimada pelo método de exclusdo do

corante azul de tripan.

As ilhotas isoladas pela técnica de digestdo com colagenase (descrito acima) eram

agrupadas e transferidas para placa de Petri transparente onde se realizava a adi¢do do
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corante de azul de tripan, em seguida as ilhotas pancreaticas eram observadas através de

lupa.

[lhotas ‘que ndo absorveram o corante, permanecendo opacas, eram consideradas
viaveis. As ilhotas que se apresentavam coradas em azul, indicando a absor¢do do

corante, eram consideradas invidveis e descartadas dos préximos procedimentos.

8. Imunoistoquimica

Para a especificagdo do infiltrado inflamatorio nas ilhotas pancredticas realizava-se
a fenotipificacdo do infiltrado para linfécitos T expressando marcadores CD3+ (linfocitos
T ). As laminas selecionadas eram de n°: 2, 5, 8, 11, 14 e 17 provenientes de cortes

histologicos congelados.

A técnica empregada era de imunofluorescéncia indireta. O anticorpo secundario
foi acoplado 5:1‘ biotina, permitindo a fixagdo de varias moléculas de estreptoavidina-FITC,
a fim de se amplificar o sinal. As ldminas apo6s previa fixacdo em acetona durante 10
minutos. eram lavadas uma vez em PBS (solugdo de salina fosfatada tamponada) ¢ em
seguida os cortes eram incubados em 2,5% BSA V (albumina bovina fragdo V;
GibcoBRL, EUA ); 2%; leite desnatado em p6 e 8% SFB (soro fetal bovino HyClone —
Utah, EUA) durante 45 min, para bloqueio de sitios inespecificos. Aproximadamente
80ul do anticorpo primério anti CD3 (M-20 produzido em cabra, 1:100 — Santa Cruz

Biotech.Califérnia, EUA), eram adicionados a cada corte e incubados por toda noite, a
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8°C, em camara Umida, protegida contra luminosidade. Em seguida, as laminas eram

lavadas seis vezes, durante 5 minutos, em tampéo PBS.

As laminas eram entdo, tratadas novamente com solugdo bloqueio durante 45 min.
Em seguida 80ul do anticorpo secundario, biotinilado (Anti-cabra IgG, 1:200 Santa Cruz
Biotech.California, EUA) era adicionado e incubado por duas horas nas mesmas
condigbes descritas anteriormente. As ldminas eram lavadas novamente em PBS seis
vezes € finalmente, 80ul de estreptoavidina-FITC (Sigma, St. Louis EUA) eram

adicionados e os cortes incubados por duas horas, sempre nas mesmas condigdes.

As laminas eram lavadas em PBS seis vezes e montadas em glicerol. Os cortes de
pancreas, assim preparados, eram observados e fotografados em fotomicroscopio

(Olympus — modelo 1X50 — Japan).

9. Reacdo de Feulgen para Detec¢io de Apoptose

A reagdo nuclear de Feulgen para detecg¢do especifica de DNA in situ foi
desenvolvida por Feulgen e modificada por VIDAL e MELLO, 1978. Esta técnica baseia-
s€ no tratamento quimico, ou seja, hidrélise com HCI, a fim de produzir grupos aldeidicos
livres na estrutura principal do DNA, que ao reagir com reativo de Schiff restabelece o
grupo cromoforico. A reacdo era realizada nos cortes de pancreas congelados com
seqiiéncia de laminas n® 3, 6, 9, 12, 15 ¢ 18 de camundongos NOD e CBA/j para

detec¢@o preliminar de células apoptoticas.
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A reacdo de Feulgen envolve duas etapas: hidroélise 4acida seguida da exposi¢do do
material hidrolisado ao reativo de Schiff.

Apos fixagdo das laminas com Solugdo de Carnoy (Acido Acético/Etanol 1:3)
durante S minutos. o material era submetido a Hidrolise Acida com Acido Cloridrico 4N a
temperatura ambiente por 80 minutos, quando as Purinas do DNA eram removidas,
formando-se uma molécula de “DNA apurinico”, expondo as fungdes aldeido no carbono
1 da desoxirribose. Em seguida, as laminas eram tratadas com reativo de Schiff a
temperatura a;nbiente por 40 minutos, quando o grupamento aldeido do DNA apurinico
reagia com o leucoderivado do reativo de Schiff, em presenca de 4cido sulfidrico em
excesso, fornecido durante as lavagens com dagua sulfurosa, restabelecendo-se, dessa

forma, o grupamento cromoforico.

Finalmente, as laminas eram submetidas a desidratagdo em série crescente de
alcoois, diafanizadas com xilol e montadas com entelean (Merck, Alemanha) para

posterior observagdo em microscopio de luz (Zeiss, Axioscop)
10. Técnica TUNEL para Deteccdo de Apoptose

A técnica TUNEL (Terminal Desoxynucleotidyl Transferase dUTP Nick-End
Labelling) tem sido utilizada na detecgdo e quantificagdo de células apoptoticas. Este
método baseia-se na ligacdo especifica de desoxiuridina tri-fosfato biotinilada (dUTP)
conjugada com fluoresceina ao terminal 3’-OH do DNA (sitios de quebra de DNA),
catalisada pela enzima Terminal Desoxinucleotidil Transferase (TdT), com subseqiiente

sintese de um heterodimero.
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A reacdo de TUNEL era realizada segundo instru¢des do fabricante (In Situ Cell
Death Detection Kit. Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha). As laminas eram
fixadas em paraformaldeido 4% por 20 minutos, em seguida lavadas em solugdo salina
fosfatada tamponada (PBS pH 7.4) por um tempo de 30min, os cortes eram entdo,
incubados durante 2 min em solugdo permeabilizante (0,1% triton-x em 0,1% de citrato

de sodio) e mantidos sob gelo.

Apos ésta etapa, as ldminas eram lavadas novamente em PBS por 2 min e
aproximadamente 50ul da reagdo TUNEL (solucdo de enzima - TdT: adicionada a
solu¢do label - mistura de nucleotideos em tampio) eram adicionados a cada corte e
incubados em cdmara imida a 37°C, por um tempo de 60 minutos, protegidos contra

luminosidade.

Decorrido este tempo, as ldminas eram entdo lavadas trés vezes, em PBS e
finalmente montadas em glicerol. Os cortes, assim preparados, eram observados e suas
imagens captadas por microscopio confocal de varredura a laser (Bio-Rad-MCR 1024-

CA-EUA)

11. Extracio de RNA Total (RNAT)

As amostras de RNA total eram extraidas de células do sangue periférico (PBMC),
ilhotas pancredticas, bago e pancreas, através do método de Guanidina Tiocianato - Fenol

- Cloroférmio (CHOMCZNSKI, P & SACCHI, N, 1987) adaptado no nosso laboratdrio

conforme descrigfo a seguir.
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As ilhotas pancreaticas, células provenientes de sangue periférico, bago e pancreas
eram respecti»'*amente agrupadas e homogeneizadas em solucdo de extra¢do de RNA, 4M
guanidina tiocianato contendo 2-mercaptoetanol (Sigma, St. Louis, EUA) e 0,5% sarcosil pH
7.0. O volume do tampdo de extracdo guanidina (GBL) dependia do nimero de células ou

tamanho do tecido. Em geral, utilizava-se 10 volumes de GBL ao precipitado celular.

Para a separacdo das proteinas dos acidos nucléicos adicionava-se volume igual de
solucdo Fenol:Cloroféormio: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 extra¢do com

Fenol:Cloroférmio:Alcool Isoamilico até que ndo 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 adicdo de 2 volumes de

etanol absoluto e acetato de soédio pH 5.2, na concentragdo final de 0,3M. Esta preparagao

era mantida a - 80°C por 48 horas.

Para a precipitacdo do RNAT a preparagao era centrifugada a 10.000 x g por 20
minutos a 4°C. Ao precipitado celular, era adicionada 40pl de dgua ultrapura preparada

com Dietil Pirocarbamato (DEPC, Sigma, EUA) e armazenando a - 80°C.

12. Analise do RNA Total Extraido

A qualidade do RNA total extraido era analisada através da relagdo entre suas

leituras em espectrofotdmetro (Spectramax 190. molecular Devices, EUA) nos
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comprimentos de onda de 260nm e 280nm. Eram consideradas adequadas as amostras

com relagdo entre 1.6 e 1.8.

A quantificagdo do RNA total era feita através da férmula: (densidade optica a

260nm/0,025) x dilui¢ao de leitura/1000= RNA pg/pl.

13. Transcri¢cdo Reversa do RNA total Extraido (cDNA)

A sintese do cDNA era realizada a partir de Spg de RNA total. Para a realizacdo
PCR de transcri¢do reversa (RT-PCR), adicionava-se a amostra 0.5ul de Oligo d(pt) e
agua ultra pura em quantidade suficiente para 31ul. Aquecia-se os tubos com as

respectivas amostras em termocicladora (GeneAmp® 9700, Perkin Ellmer, EUA) por 10

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

Para permitir a ligagdo complementar dos primers ao RNA, adicionava-se 18ul de
solugdo de reagdo (10pl de tampdo Super RT, 2ul de dNTP mix 0,5mM, 5ul de DTT
0.IM e lul de RNAsin) seguido da incubac@o por 2 minutos a 42°C. Apos adicdo de 1ul
de enzima Super Transcriptase reversa (500U), a reagdo processava-se em termocicladora

programada para as condi¢des abaixo:
42°C por 50 minutos
70°C por 15minutos

Resfriamento da amostra até 4°C.
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Apés a ultima etapa as amostras, com volume de 50pl, eram armazenadas a -20°C

como DNA complementar (cDNA).

14. Amplificacdo de cDNA por Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR)

O procedimento padrdo de PCR era realizado adicionando-se ao tubo de reagao,

2ul de amostra de cDNA, 100ng de primer 5' sense, 100ng de primer 3' anti-sense, 45ul

de solu¢io de reagdo (Sul de tampdo Taq polimerase - Thermus aquaticus DNA

polimerase gene GibcoBRL, EUA; 2ul de dNTP mix 5nM, 1,5ul de MgCl2 50mM e

35.5ul de agua ultra pura) e 20pl de dleo mineral. Em seguida os tubos contendo as

misturas de cDNA eram transferidas para termocicladora programada para as seguintes

condigoes:

..

Desnaturacdo a 94°C por 2 minutos

80°C por 5 minutos para aplica¢do de 1ul da enzima Taq polimerase
Pareamento 58°C por 45 segundos

Extensdo dos primers a 72°C por 90 segundos

Desnaturacdo dos primers a 95°C por 45 segundos

40 ciclos

Extensao ﬁnal 72°C por 10 minutos

Temperatura de espera 4°C

Os produtos dos PCR eram armazenados a -20°C.
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Primer Sense Anti-sense Produto
IL-2 5'CCTGAGCAGGATGGAGAATTACAG 3 5" CTTATGTGTTGTAAGCAGGAGGTAC 3 366pb
TNF-a 5'CTTAGACTTTGCGGAGTCCG 3° 3" CCCTGTCACTGGACCTGACA 37 254pb
INF-y 5' CGCTACACACTGCATCTTGG 3° 5' GGCTGGATTCCGGGCAACA 37 428pb
Fas 5" TGCCTCTGGTGCTTGCTGG 37 5" CTTGTCCATGTACTCCTTCCCTTCTGTGC 37 249pb
Fas-L 5" CTAGAGGGCCGGACCAAAGGAGACC 37 5" AGGTGGAAGAGCTGATACATTCCTAATCCC 3° 206pb
Bel-w 5" GAGTTTGAGACCCGTTTCCGCCGCACC TTC 3" 57 CCACCATCCAATCCTGCACTTGTCCCACCA 3 230pb
Insulina 5" GCTATAATCAGAGACATC 37 5" GTTGCAGTAGTTCTCCAGCTG 3° 257pb
Ciclofilina 5 GACAGCAGAAAACTTTCGTGC 37 5" GGTTCTGACTCACCGACCT 3’ 276pb

pb= pares de bases

Tabela 2: Os primers utilizados com suas seqiiéncias

e A =

descritas abaixo obedeciam a

estratégia sense e anti-sense: IL-2; TNF-a, INF-y; Fas; Fas-Ligante; Bcl-w; Insulina

(controle interno de células B) e ciclofilina (gene estrutural).
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15. Analise dos Produtos da Reacido em Cadeia de Polimerase (PCR)

por Eletroforese em Gel de Agarose

As amplificagcdes dos cDNA através de primers especificos para citocinas e
componentes relacionados apoptose eram analisados através de eletroforese em gel de
agarose 1,5%. e revelados com brometo de etidio, através de excitagdo em UV e
documentadas fotograficamente em sistema de documentagdo fotografica NucleoVision,
Nucleo Tech, CA, EUA. A intensidade das bandas era analisada por captacdo da imagem
dos géis e submetidos a analise com sofiware GelExpert, NucleoTech, CA, EUA. Todas
as amostras eram submetidas a dois novos procedimentos de PCR, objetivando excluir

falsos negativos resultantes de erros de procedimento.

Preparo de 50ml de gel de Agarose 1.5%:

Agarose 1.5% era preparada em tampao TBE (Acido Borico/Tris/EDTA/H20

ultrapura) e adicionada de 2l de brometo de etidio.

Preparo das amostras:

As amostras eram preparadas misturando 8ul de cDNA e Tampdo GBX (tamp@o
de amostra d¢e PCR ) e 5,5ul de agua ultrapura. Utilizava-se como tampdo de corrida
eletroforética Tampao TBE adicionado de 2ul de brometo de etidio. O padrdao de DNA
(DNA marker ox174 RF Hae III Fragments GibcoBRL, EUA) era aplicado em todas as

eletroforeses. As condicdes de eletroforese eram: 45 minutos a 70 voltes, 150mA.
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16. Analise Semiquantitativa do RNA mensageiro

A semi-quantificacdo do mRINA era obtida pela relacdo entre as areas de pixel
determinadas para as bandas correspondentes a0 RNA mensageiro em questdo e aquelas
observadas para a ciclofilina (gene estrutural). Os valores foram normalizados e

transformados em Unidades arbitrarias (pixel index) através da seguinte formula:

Expressdo semiquantitativa (Unidades arbitrarias)= (4rea de pixel do RNA

mensageiro a ser avaliado/ 4rea de pixel da ciclofilina) x 100.

A expressdo génica de insulina foi utilizada como controle para verificacdo da

presenca de células 3.

17. Avaliacao estatistica

Os resultados semi-quantitativos da expressdo de componentes apoptoticos e
citocinas sdo expressos como média = desvio padrdo. Entretanto, na comparac¢do dos
grupos diabéticos com grupos néo diabéticos de 28 semanas (NOD e CBA/j) foi utilizado

o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney Exato (Wilcoxon).

Para avaliac@o estatistica dos resultados quantitativos correspondentes a contagem
do numero total de ilhotas pancreaticas, classificacdo quanto ao grau de insulite e sua
comparacdo em cada grupo, foi realizadas primeiramente anélise da variancia (ANOVA)
com transformacdo Rank. Quando a diferenca apresentou-se significativa, assumindo

significancia < 0.05, foi utilizado o teste Tukey para identificar os grupos diferentes.
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RESULTADOS




1. Analise Morfologica: Perfil e Evoluc¢ido da Insulite

O estadiamento dos graus de insulite teve como base o estudo histolégico do

pancreas enddcrino, através da coloragdo de hematoxilina-eosina (HE).

Os pancreas avaliados apresentavam padrdes histologicos compativels com 0
esperado para cortes de congelagdo. Deste modo, foi efetuada a contagem do numero de
ilhotas. assim como sua classificagdo segundo grau de insulite (descrito em Materiais e

Métodos).

A contagem do numero total de ilhotas mostrou que nos animais do grupo An de 2

semanas e Ad (diabéticos) os nimeros médios de ilhotas diferem estatisticamente,
correspondendo a 212+45 (p<0.05, n=7) e 96432 (p<0.05, n= 10) ilhotas por animal,
respectivamente. Por sua vez, nos animais do grupo An 8 semanas ¢ Ad o nimero médio
de ilhotas por animal também foi estatisticamente diferente, correspondendo a 188+36
(p<0.05, n=6) e 96+32 (p<0.05, n= 10). Similarmente observado nos grupos An 14
semanas e Ad. onde o numero médio foi de 202+57 (p<0.05,n=7) e 96£32 (p<0.05, n=
10) nos animdis diabéticos. Entretanto, deve ser notado que estes resultados evidenciaram
tendéncia de redu¢do do numero de ilhotas nos animais diabéticos quando comparados

aos demais animais nio diabéticos (Figura 1, p.79).
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2. Desenvolvimento da insulite idade-dependente em camundongos

NOD fémeas

A infiltragdo das ilhotas pancreaticas por linfécitos T em camundongos NOD
fémeas foi progressivo entre as idades de 4 a 28 semanas de vida para ambos animais pré-

diabéticos e diabéticos.

Seis grupos de camundongos NOD fémeas foram estudados: camundongos NOD
pré-diabéticos com 2. 4, 8, 14 e 28 semanas de vida e camundongos NOD diabéticos. A
analise morfoldgica mostrou que nos animais do grupo An, o pancreas apresentava ilhotas
normais e com diferentes graus de insulite, contrastando com o observado nos animais do

grupo Ac (CBA/j), onde a insulite estava totalmente ausente.

A analise morfologica revelou que nos grupos An com 2, 4 e 8 semanas de vida
predominaram ilhotas normais e com peri-insulite, ao contrario do que se observou nos
grupos An 14, 28 semanas de vida e diabéticos, nos quais foram mais freqiientes as

ilhotas com insulite invasiva e destrutiva (Figura 2, p.81; Prancha I, p.83).

O aumento do processo inflamatorio foi igualmente observado nos animais
diabéticos, entretanto, a progressdo da insulite para os estadios mais avancados foi
acompanhada da diminui¢do do numero de ilhotas contadas por pancreas, com
substitui¢do das células constitutivas das ilhotas por infiltrados inflamatorios (Prancha II
¢, p.85) assir.n, poucas ilhotas puderam ser encontradas nos cortes histologicos dos

pancreas desses animais. Esses achados histologicos sdo consistentes com o estdgio
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diabético presente nesses animais, caracterizando a mudanga do estigio pré para o

diabetes. (Figﬁras 1e2,pp.79,81).

Desta forma, a comparagio em relagdo ao grau de insulite (fixando o grau de
insulite e comparando as idades), demonstrou que nos grupos An 2 (212445), 4 (143+37)
e 8 (141+50) o numero de ilhotas com grau 0 € significativamente superior em relacdo os
animais dos grupos An 14 (39432), 28 (15+16) e diabéticos (5£3) (Figura 2, p.81 -p<
0.05).

O numero de ilhotas com grau 1 nos grupos An 14 semanas foi de 52+9 (p< 0.05,
n=7), ao passo que nos grupos An 4 (17£9, p< 0.05, n=6), An 28 (18£8 p< 0.05, n=7) ¢

diabéticos (20+ 11 p< 0.05, n=10) significativamente inferiores (Figura 2, p-81).

A analise das ilhotas com grau 2 demonstrou que os animais do grupo An 8 (4£5
p<0.05, n=6) apresentaram nimero significativamente inferior em rela¢do aos animais do

grupo An 14, 28 ¢ diabéticos, correspondendo a 44+26 (p< 0.05, n=7). 32+14 (p< 0.05,
n=7) e 22412 (p< 0.05, n=10) ilhotas por animal, respectivamente (Figura 2. p.81).

As ilhc;tas classificadas com grau 3 demonstrou-se significativamente inferior no
grupo An 8 (34 p<0.05. n=6) em relacio aos grupos An 14, 28 e diabéticos,
correspondendo a 32x15 (p< 0.05, n=7), 31£17 (p< 0.05, n=7) e 21£11 (p< 0.05, n=10)

ilhotas por animal, respectivamente (Figura 2, p.81).

Por fim. as ilhotas apresentado grau 4 nos grupos An 14, 28 semanas € diabéticos

nio diferiram estatisticamente, correspondendo a 3516 (p< 0.05, n=7), 51+25 (p<0.05,
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n=7) e 27£12 (p< 0.05, n=10) ilhotas com o grau de insulite destrutiva por animal,
respectivamente. Contudo, deve-se evidenciar que o diferencial nesses grupos de animais

com idades avangadas, sdo os demais graus de insulite (Figura 2, p.81).
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Figura 1. Grafico representativo do numero total de ilhotas pancreaticas de

camundongos NOD (Grupos An e Ad). A significancia estatistica foi
demonstrada entre os grupos An com 2, 8 e 14 semanas de vida quando comparados

com animais diabéticos (* p<0.05 - ANOVA).
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Figura 2. Representagdo grafica da classificagdo das ilhotas pancreaticas
segundo o grau de insulite em camundongos NOD. Grau 0 apresentaram-se
significativamente inferiores nos animais com 14, 28 semanas e diabéticos em
comparagdo aos animais com 2, 4, ¢ 8 semanas. Grau 1 foram significativamente
inferiores nos grupos com 4, 28 semanas e diabéticos em relagio aos animais de 14
semanas. Grau 2, os valores foram significativamente inferiores nos animais com 8
semanas em relagdo aos grupos com 14, 28 semanas e diabéticos. Grau 3, os valores
foram significativamente inferiores nos animais com 8 semanas em relagdo aos

animais de 14, 28 semanas e diabéticos.
0= normal; 1= peri-insulite; 2= moderada; 3= invasiva >80% e 4= destrutiva.
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PRANCHA 1. Fotomicrografias de cortes histologicos de pincreas destacando
ilhotas pancredticas de camundongos NOD demonstrando os diferentes graus de

insulite

Figura a) Fotomicrografia de ilhota pancredtica de aspecto morfolégico normal

(Grau 0). A ilhota apresenta-se com sua estrutura integra, com auséncia de

infiltrados inflamatorios. HE. Aumento 200x.

Figura b) Fotomicrografia de ilhota pancreitica com peri-insulite (Grau 1).

Presen¢a menor de 25% de infiltrado circundado a ilhota. HE. Aumento 200x.

Figura c) Fotomicrografia de ilhota pancreatica apresentando insulite moderada
(Grau 2). Area entre 25-80 % da ilhota invadida pelo infiltrado inflamatério. HE.

Aumento 200x.

Figura d) Fotomicrografia de ilhota pancreatica apresentando insulite invasiva (Grau 3).
Observa-se area maior que 80 % da ilhota invadida pelo infiltrado inflamatério ocupando
extensiva a ilhota. HE. Aumento 100x.

Figura e) Fotomicrografia de ilhota pancreatica apresentando insulite destrutiva

(Grau 4). Infiltrado inflamatorio ocupando totalmente a ilhota. HE. Aumento 200x.
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PRANCHA II. Fotomicrografias de cortes histologicos de pancreas destacando
ilhotas pancreaticas de camundongos NOD com 14 semanas de vida.

Figura a) Fotomicrografia destacando insulite moderada (Grau 3) em ilhota
pancredtica de animal com 14 semanas de vida. Observa-se o infiltrado inflamatdrio

ocupando parcialmente a ilhota. HE. Aumento 200x.

Figura b) Fotomicrografia de ilhotas pancreaticas de animal com 14 semanas de
vida, destacando ambos padrdes de insulite, moderada (Grau 3) e avanc¢ada (Grau 4).
Destaca-se o Infiltrado inflamatério ocupando totalmente a ilhota (seta). HE.

Aumento 200x.

Figura ¢) Fotomicrografia de ilhota pancreatica de animal com 14 semanas de vida

destacando insulite destrutiva (Grau 4). Pode-se observar substitui¢do das células

normais da ilhota por infiltrado inflamatério. HE. Aumento 200x.

Figura d) Fotomicrografia de ilhota pancredtica destacando a peri-insulite (Grau 1)

em animal com 14 semanas de vida (seta) HE. Aumento 200x.
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3. Aspectos Imunoistoquimicos: Fen6tipo da Insulite

A fenotipificagdo do infiltrado insular, caracterizado através da imunoistoquimica,
revelou a presenga de linfocitos T (CD3+) em todos os graus de insulite. A prancha III, p.
89, representa a marca¢do de células T CD3+ nas ilhotas em diferentes estagios de
insulite, evidenciando o envolvimento dos linfocitos T ndo somente no inicio da insulite

como também na evolucdo do diabetes.

3. Viabilidade de Ilhotas pancreaticas Recém Isoladas

A coloragdo por exclusdo com azul de tripan demonstrou que ilhotas pancreaticas
recém isoladas pela técnica de digestdo por colagenase apresentaram-se em cerca de 88%
dos casos sem penetracdo do corante para o interior da célula, sugerindo assim, a

integridade da membrana celular e deste modo, considerada ilhotas vidveis (Prancha IV b,
p.91).
Através desta técnica foi possivel demonstrar a eficiéncia da metodologia para

isolamento de ilhotas pancreéaticas por digestdo enzimatica utilizando colagenase tipo V, que

posteriormente eram utilizadas em procedimentos de extragdo de RNAT.

4. Reacdo de Feulgen

Esta técnica é descrita como reagdo especifica para DNA onde o material

cromossomico ¢ evidenciado pelo reativo de Schiff. As células eram caracterizadas como
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sugestivas de processo apoptéticos ao apresentarem condensagdo e marginalizagdo da
cromatina no envoltério nuclear, bem como corpos apoptoticos. Células contendo

cromatina descondensada com aspecto definido eram classificadas como normais.

Desta maneira. as células sugestivas de apoptose foram identificadas em cortes de
pancreas de animais diabéticos e ndo diabéticos (Pranchas V e V1. pp.93. 95). Entretanto,
a fregiiéncia de animais com ilhotas contendo células sugestivas de apoptose
apresentavam-se aumentadas nos animais diabéticos. Estas células estavam localizadas no
interior e, na grande maioria, ao redor das ilhotas pancreaticas, contudo, ndo sendo
possivel afirmar o tipo celular encontrado. Poucas células apoptéticas foram encontradas
na por¢do exocrina do péancreas. As células apoptoticas localizadas nesses animais
demonstraram diminuicdo no volume nuclear com caracteristicas de condensagdo da

cromatina (Prancha VI, p.95).

Nas ilhotas pancreaticas dos camundongos CBA/j, ndo foram observadas células

com caracteristicas apoptoticas em nenhum dos grupos estudados (Prancha V, p.93).

5. Técnica TUNEL

A fragmentagio do DNA detectada pela técnica do TUNEL (Terminal
deoxinucleotidil transferase Uracil Nick End Labeling) foi verificada em cortes de
pancreas de animais diabéticos e ndo-diabéticos. Embora sem a realizagdo da
quantifica¢do. pdde-se verificar maior incidéncia de c€lulas TUNEL™ nos animais mais

velhos, entre 14-28 semanas e nos animais diabéticos (Prancha VII, p.97).
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PRANCHA III. Fenotipifica¢do de linfocitos T caracterizados através da técnica

de imunoistoquimica em diferentes estagios da insulite em camundongos NOD.

Figura a) Fotomicrografia de ilhota pancreatica com peri-insulite (Grau 1). Presenca

de linfocitos T peri e intrainsular. Aumento 200x.

Figura b) Fotomicrografia de ilhota pancreatica com peri-insulite (Grau 1).

Presenca de linfocitos T circundando a ilhota. Aumento 200x.

Figura c) Fotomicrografia de ilhota pancredtica apresentando insulite moderada

(Grau 2). Presenca de linfocitos T invadindo parcialmente a ilhota. Aumento 200x.

Figura d) Fotomicrografia de ilhota pancreética apresentando insulite destrutiva (Grau

3). Linfécitos T ocupando totalmente a ilhota. Aumento 200x.
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Prancha IV: Fotomicrografias de ilhotas pancredticas recém isoladas pela técnica de
digestdo por colagenase, anélise de viabilidade pela técnica de exclusdo com azul de
tripan. (A) Ilhota inviadvel, observa-se absorgdo do corante no interior células inviaveis.
(B) Ihota viavel, observa-se a exclusdo do corante das células, nota-se apenas uma célula
invidvel (seta), garantindo assim que todas as células da ilbota estdo integras e a eficiéncia

da metodologia.
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PRANCHA V. Fotomicrografias de cortes histologicos de pancreas de

camundongos NOD e CBA/j corados pela reagdo de Feulgen.

Figura a) Fotomicrografia de ilhota pancreatica de camundongo CBA/j com 14
semanas de vida. Observam-se nucleos contendo cromatina descondensada com

aspecto definido consideradas normal. Aumento 100x.

Figura b) Fotomicrografia de ilhota pancreatica de camundongo NOD com 14
semanas de vida demonstrando a presenga de nucleos sugestivos de apoptose.
(cabeca de seta) aumento 200x. Em destaque, ntcleos apresentando condensagdo de

cromatina em aumento de 1000x.

Figura c) Fotomicrografia de ilhota pancreatica de camundongo CBA/j com 28
semanas de vida. Observam-se células contendo cromatina descondensada com

aspecto definido sendo consideradas normais. Aumento 600x.

Figura d) Fotomicrografia de ilhota de pancreatica de camundongo NOD com 28
semanas de vida demonstrando a presen¢a de muitas cé€lulas sugestivas de apoptose

no interior da ilhota com insulite invasiva (Grau 3). Aumento 400x.
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PRANCHA VI. Fotomicrografias de cortes histologicos de pancreas de
camundongos NOD diabéticos corados pela reagdo de Feulgen.

Figura a) Fotomicrografia de ilhota pancredtica de camundongo NOD diabético.
Observa-se ilhota apresentando insulite moderada (Grau 3) com a presenca células

sugestivas de apoptose no interior da ilhota (cabega de seta). Feulgen. Aumento 200 x.

Figura b) Ampliacdo da figura a demonstrando mais claramente células apoptoticas

(cabeca de seta). Feulgen. Aumento 1000x.

Figura c¢) Fotomicrografia de ilhota pancredtica de camundongo NOD diabético com
insulite destrutiva (Grau 4) demonstrando a presenca de muitas células sugestivas de

apoptose no interior da ilhota (cabeca de seta). Feulgen. Aumento 400 x.

Figura d) Fotomicrografia de ilhota pancredtica de camundongo NOD diabético

apresentando no seu interior células com caracteristicas de apoptose (cabeca de
seta). Observam-se caracteristicas de condensa¢do ¢ marginalizacdo da cromatina

nuclear. Feulgen. Aumento 1000x.
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PRANCHA VII. Detecgdo de apoptose em pancreas de camundongos NOD com

14, 28 semanas de vida e animais diabéticos, através da técnica de TUNEL.

Figura a, b) Fotomicrografias de ilhotas de pancreaticas de camundongos NOD
com 14 semanas de vida TUNEL". Esparsas células sio observadas em todos os

campos analisados.

Figura ¢, d) Fotomicrografias de ilhotas de pancredticas de camundongos NOD
com 28 semanas de vida ndo diabéticos. A freqiiéncia das células TUNEL+ aumenta
com o avango da idade, observar a configuragdo da marcacdo, predominantemente
junto ao envoltério nuclear. Em maior aumento, detalhe de nucleo apoptético
TUNEL".

Figura e, f) Fotomicrografias de ilhotas de pancreaticas de camundongos NOD
diabéticos. O numero maior de células TUNEL" foi encontrado em animais

diabéticos. Em maior aumento, detalhe de nucleos apoptéticos.
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6. RT-PCR Semi-Quantitativo

6.1. Expressdo de gene estrutural (ciclofilina) nas amostras de mRNA

Para investigar a expressdo de citocinas e componentes de apoptose no processo
auto-imune do diabetes, foram estabelecidos diversos tempos para analise e associagdo
entre a expressdo génica destas proteinas, componentes de apoptose € O processo
inflamatério das ilhotas pancreéticas durante o desenvolvimento da doenga. Todas as
amostras de ¢cDNA utilizadas para o estudo expressaram o produto do gene estrutural
ciclofilina (276 pares de base) amplificado através da reagdo de polimerase em cadeia,

confirmando sua qualidade para o uso nas analises propostas.

6.2. Expressdo Molecular de Citocinas e Componentes em Camundongos NOD

ndo Diabéticos e CBA/j.

6.2.1. Ilhotas Isoladas

A expressio de Fas, Fas-L, Bel-w, TNF-a , INF-y e insulina (controle interno de
células B), foram observadas em todas as ilhotas isoladas dos animais dos grupos Bn e Bc

e em todas as idades estabelecidas. Observaram-se diferentes niveis de expressdo de

componentes apoptoticos e citocinas em cada idade estipulada.

Nio foi possivel detectar amplificagdo de RNA mensageiro correspondente a IL-2

em nenhuma das amostras estudadas.
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Fas, Fas-L e Bel-w

Os niveis de expressdo semiquantitativa de Fas foram superiores nos animais de 28
semanas (76 + 24 UA) nédo diabéticos em comparagdo com os animais de 2 (20 + 11 UA),
4(63+11UA), 8(22+7UA)e 14 (50 + 7 UA) semanas de vida. Verificou-se ainda, que
a expressdo de Fas aumentou com o avang¢o da idade, com maior intensidade da expressao
génica nos animais de 14 e 28 semanas de vida (Figura 3a, p.102). Em relagdo aos
animais controle (CBA/j) ndo foi possivel observar elevagdo dos niveis deste componente
de apoptose e os valores médios de expressdo nao diferiram entre os grupos de animais

controles estudados.

A semi-quantificacdo da expressdo do gene Fas-L permitiu verificar valores
superiores nos animais de grupo Bn (NOD) em comparag@o com os respectivos controles
Bc (CBA/j). Conforme demonstrado na figura 3b p.102, € possivel observar elevagio dos
niveis de mRNA nos animais do grupo Bn com 14 (141 + 7 UA) e 28 (150 + 10 UA)
semanas de vida, com expressdo mais acentuada nos animais de 28 semanas ndo

diabéticos.

No estudo da express@o de mRNA para Bcl-w, o produto génico expressou-se de
forma intensa tanto no grupo Bn de 2 (74 + 9 UA) e 4 (131 + 27 UA) semanas de vida
quanto no grupo controle (65 + 4 UA; 131 £ 28 UA). Com o avango da idade, a analise da

expressdo permitiu verificar nitidamente o intenso aumento da expressdo génica nos
animais do grupo Bn com 14 (140 + 10 UA) e 28 (174 + 1 UA) semanas de vida,

enquanto que nos grupos controles os niveis permaneceram constantes (Figura 3¢, p.102).
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Desta forma, o estudo detalhado do grupo Bn, conforme demonstrado na figura 3c,
p.102, permite verificar a tendéncia de elevagdo dos componentes de apoptose,

observando ainda nitido aumento nos animais de 28 semanas vida.

TNF-a e IFN-y

A expressdo génica do fator de necrose tumoral (TNF-o) apresentou-se baixa no
grupo Bn com 2 semanas de vida (41 + 19 UA), contudo, a partir da 4% semana (90 + 35 UA)
observou-se tendéncia de elevagdo, com pico de intensa expressdo nos animais na 28" semana
de vida (145 + 17 UA). Por outro lado, no grupo controle o produto génico de TNF-o

apresentou-se inferior e sem variagdes com o avango da idade (Figura 4a, p.103).

Embora baixos niveis de expressio de INF-y tenham sido detectados a partir da 2°

semana de vida no grupo Bn, esses niveis mantiveram-se até a 14° semana (27 + 3 UA),
intensificando-se na 28* semana de vida (149 + 29 UA), enquanto no grupo Bc estes

valores mantiveram-se em niveis inalterados em todas as idades estudadas (Figura 4b,

p.103).
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Figura 3. Componentes apoptoticos detectados em ilhotas pancredticas isoladas. A analise do mRNA de Fas mostra aumento progressivo com o
decorrer da idade nos camundongos NOD (grupo Bn). por outro lado, os animais do grupo Be (CBA/j) apresentam niveis basais (A). Cinética
semelhante foi observada na expressio génica de Fas-L. no grupo Bn (NOD) ha uma ligeira queda na 8" semana de vida, com postenor aumento
até a 28 semana: o grupo Bc (CBA |) apresenta cinética sem alteragdes, com ligeira diminui¢do na 8" e 28* semanas de vida (B). A detecgdo do
mRNA de Bel-w no grupo Bn (NOD) mostra que ocorre uma pequena queda na 8 semana. seguida de um importante aumento até a 28’
semana de vida: no grupo Be (CBA/)) a observagdo difere. uma vez que. ocorre aumento na 4° semana de vida. seguido de ligeira queda até a
28" semana de vida (C).
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Figura 4. Detecgdo de citocinas em ilhotas de pancredticas isoladas. Observa-se aumento progressivo nos niveis de TNF-alfa no grupo Bn
(NOD). o qual cursa com a instalagio do processo inflamatério; o grupo Be (CBAJj) ao contrario, exibe niveis constantes de mRNA desta
citocina (A). A detecgdo da expressio génica do mRNA de IFN-gama no grupo Bn (NOD) apresenta dois picos: o primeiro na 4* semana de
vida e o segundo na 28 semana de vida: no grupo Be (CBA/}), conforme esperado. apresentou niveis basais desta citocina (B).



6.2.2. Pancreas

Fas-L e Bel-w

Nédo foi possivel observar niveis de expressdo de mRNA correspondente a
Interleucina 2 (IL-2) e Fas em nenhuma das amostras de pancreas estudado nos diversos

grupos e idades.

A expressdao de Fas-L estava aumentada no grupo An com & (110 + 13 UA) e 14
semanas (122 + 26 UA). Quando comparados com os grupos controle Ac (76 + 10 UA; 82 +

17 UA) (Figura 3a, p.106).

Por outro lado. da expressdo do gene Bcl-w permitiu caracterizar niveis constantes
na expressdo detectada nos animais do grupo An até a 14° semana de vida (121 + 31 UA),
com tendéncia de diminuicdo na 28" (75 + 20 UA). Similarmente, este perfil foi
encontrado nos animais controle (Ac), contudo em niveis de expressdo génica inferior nos

animais com 14° semana de vida (113 + S UA; 78 + 8 UA) (Figura 5b, p.106).

TNF-a , IFN-y

Ao se analisar a expressdo de TNF-a no pancreas verificou-se niveis ligeiramente
aumentados nos animais do grupo An em compara¢do ao grupo Ac. Entretanto, €
importante observar que as expressdes ndo modificaram com o avango da idade, tanto

para o grupo An quanto para o grupo controle Ac (Figura 6a, p.107).

As expressdes génicas de IFN-y para ambos grupos An e Ac ao longo das idades

estudadas estavam diminuidos no grupo, embora os valores nos animais de 2 semanas de
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vida do grupo Ac apresentaram-se mais elevados (65 + 8 UA) em comparagdo ao grupo

An na respectiva idade (23 + 16 UA) (Figura 6b, p.107).

105



2087 —e— NOD Fas-L —0— CBA/j Fas-L

150

et

o
=
(=]
i

th
o |

Unidades Arbitriarvias de mRNA

L]
=

8 14 28
A Semanas de Vida

200 - —e— NOD Bcl-w —0— CBA/j Bel-w

150 -

Unidades Arbitrarvias de mRNA

(&)
4=

8 14 28
Semanas de Vida

Figura 5. Componentes apoptdticos detectados em péancreas. A deteccdo da expressdo génica do mRNA de Fas e Fas-L nos animais do
grupo An (NOD) apresentam dois picos; o primeiro na 8 semana ¢ o segundo na 14* semana de vida; retomando a niveis semelhantes aos dos
animais do grupo Ac (CBA/J) na 28° semana de vida (A). A detecgdo génica de mRNA de Bel-w nos animais do grupo An (NOD) apresenta
nivels constantes até 14" semana de vida, com diminuigdo na 28" semana. Nos amimais do grupo Ac (CBA/J) os niveis apresentam-se
diminuidos em relagdo aos do grupo An (B).

106



200 ~ —&— NOD TNF-alfa —0— CBA/j TNF-alfa
150 -
100 -

50 -

Unidades Arbitrarias de mRNA

8 14 28
Semanas de Vida

2]
ESS

200 - —&— NOD IFN-gama —0— CBA/j [FN-gama

100 -

Unidades Avbitrarvins de mRNA

2 4 g 14 28
B Semanas de Vida

Figura 6. Detecgo de citocinas em pancreas. Observa-se valores relativamente constantes na expressio do mRNA de TNF-alfa do grupo An
(NOD). com pequena queda na 28° semana de vida, entretanto com valores maiores que o grupo Ac (CBA/Jj). o qual exibe niveis constantes
de mRNA desta citocina (A). A detecgdo da expressio génica do mRNA de IFN-gama no grupo An (NOD) encontra-se ligeiramente
aumentada até a 4* semana . quando ocorre um decréscimo. mantendo-se constante até a 28” semana de vida: no grupo Ac (CBA/J) observa-
se niveis aumentados desta citocina na 2* semana de vida e nas idades posteriores estes nivels diminuem para valores semelhantes aos
encontrados no grupo de animais NOD (B).
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6.2.3. Sangue Periférico

Fas, Fas-L e Bel-w

Amostras de mRNA de cé€lulas sangiiineas periféricas foram analisadas no decorrer
das 28 semanas de vida dos camundongos NOD (Bn) e CBA/j (Bc). Observou-se que o0s
niveis médios de expressdo génica de Fas estavam elevados nos animais do grupo Bn com
4 semanas de vida (128 + 13 UA), ocorrendo diminuigdo dos niveis médios de expressio
no decorrer das 28 semanas de vida dos animais (26 + 15 UA). Em rela¢do aos animais
controle (Bc). o produto génico desta proteina expressou-se de forma intensa nos animais

mais velhos deste grupo (28 semanas - 189 + 26 UA) (Figura 7a, p.110).

A semi-quantificacdo da expressdo de mRNA para Fas-L permitiu detectar maior
intensidade de expressdo tanto no grupo Bn (237 + 16 UA) quanto no grupo Be (190 +
29 UA) de 28 semanas. Resultados antagbnicos foram observados nos animais de 4
semanas (grupo Bn e Bc), onde os animais do grupo Bn (179 + 5 UA) tinham niveis
superiores para esta proteina, enquanto os animais que integravam o grupo Bc (47 + 23

UA) observou-se niveis reduzidos (Figura 7b, p.110).

Os indices de mRNA Bcl-w apresentaram-se relativamente baixos entre a 2% a 14°
semana de vida, apos nota-se abrupto aumento desta proteina nos animais de 28 semanas,
padrdo este, semelhante em ambos os grupos (Bn= 219 + 29 UA; Bc=184 + 8 UA)

(Figura 7¢, p.110).
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TNF-a e IFN-y

A avaliacio do mRNA de TNF-o demonstrou que a cinética de expressdo desta

proteina néo € linear, entretanto com nitida tendéncia de elevagdo em ambos grupos Bn
(175 + 23 UA) e Be (132 + 1 UA) com 28 semanas, com maior intensidade para o grupo

Bn (Figura 8a, p.111).

Verificou-se aumento progressivo na expressdo do gene IFN-y detectada nos
animais do grupo Bc. ao passo que, os animais do grupo Bn ndo apresentaram variagdo

com o decorrer da idade (Figura &b, p.111).
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Figura 7. Componentes apoptoticos detectados em sangue periférico. A andlise do mRNA de Fas mostra niveis aumentados na 4* semana de
vida. diminuindo gradativamente com o avango da idade nos animais do grupo Bn (NOD), por outro lado. os animais do grupo Be (CBAJ)
apresentam niveis aumentados na 2" semana de vida, decaindo na 4° semana e, posteriormente aumentando progressivamente até a 28* semana.
Observar que as duas linhagens apresentam cinética antagénica de expressio génica (A). A deteccio da expressio génica de Fas-L no grupo Bn
(NOD) mostra a ocorréncia de picos desta proteina na 4° ¢ 28" semana. contudo com niveis mais elevados que o no grupo controle; o grupo Be
(CBAJj) apresenta valores diminuidos na 4' semana de vida, com aumento progressivo até a 28* semana (B). O estudo do mRNA de Bel-w
mostra que os animais mais jovens (2 semanas) do grupo Bn (NOD), apresentam niveis relativamente baixos desta proteina, com o
envelhecimento dos animais verifica-se um aumento na 28° semana de vida; cinética semelhante observa-se nos animais do grupo Be (CBA/j). a
diferenga pode ser observaga nos animais com 2 semanas, os quais apresentam valores aumentados de Bel-w. que sdo mantidos até a 28 semana
de vida. quando ocorre um grande aumento na expressio da mesma (C).
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Figura 8. Detecgio de citocinas em sangue periférico. A expressdo do mRNA de TNF-alfa exibe padrdes ndo lineares. No grupo Bn (NOD)
observa-se valores inicialmente baixos. que variam com o decorrer da idade, apresentando aumento nos animais com 28 semanas; os animais
do grupo Be (CBA/j) exibem niveis inicialmente aumentados, que diminuem ¢ posteriormente voltam a subir na 28" semana de vida (A). A
detecgdo da expressio génica de IFN-gama no grupo Bn (NOD) apresenta-se baixos, sugestivo de niveis basais desta citocina; cinética
semelhante foi observada nos animais do grupo Be (CBA/)). entretanto, observa-se uma importante elevagio nos niveis desta citocina na 28"
semana de vida. (B).
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6.2.4. Baco

Fas, Fas-L e Bel-w

Os valores da semiquatifica¢do referente a expressdo génica do Fas foram baixos
em ambos grupos Bn e Bc, entretanto, observa-se ligeiro aumento do nivel de expressdo

no grupo Bn 28 semanas (85 + 13 UA) (Figura 9a, p.114).

Os valores médios de expressdo do produto génico Fas-L, conforme demonstrado
na figura 9b (p.114), permitem observar a existéncia de respostas aumentadas em ambos
grupos Bn (150 + 32 UA) e Be (159 + 14 UA) com 2 semanas de vida. Em visdo mais
detalhada de ambos os grupos, € possivel verificar uma constdncia nos niveis de
expressdo nos animais controle (Bc). Em contraste os animais do grupo Bn, onde se
verificou a tendéncia de elevagdo nos niveis de Bcl-w a partir da 8 semana-e mantendo-se

sempre superiores ao observado nos animais do grupo controle (Figura 9b, p.114).

A expressdo para 0 mRNA do Bel-w ndo apresentaram diferencas entre os grupos
estudados (Bn e Bc). permitindo ainda verificar niveis aumentados nos animais de 2

semanas grupos Bn (140 + 38 UA) e Bc (119 + 1 UA) (Figura 9¢, p.114)

TNF-o , IFN-y e 1L-2

Analise da expressdo do mRNA de TNF-a no grupo Bn permitiu observar que os
niveis de expressdo aumentaram no decorrer da idade, ocorrendo ligeira diminui¢@o nos
animais de 28 semanas (153 + 25 UA) (Figura 10a, p.115). Em contrapartida, os valores

médios da semi-quantificacdo deste mRNA para os animais do grupo Bc apresentaram de
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forma diminuida com o avang¢o da idade. Ainda neste contexto, € importante ressaltar que
os niveis de expressdo para TNF-o eram superiores nos animais do grupo Be (Figura 10a,

p.115).

Os niveis médios de expressdo de INF-y foram baixos em ambos os grupos (Bn e

Bc), ndo sendo possivel observar elevagdo nos niveis desta citocinas nas diferentes idades

estudadas (Figura 10b, p.115).

Os valores da expressdo génica de IL-2 foram baixos em ambos o grupo (Bn ¢ Bc)
sem variacdes nas diferentes idades estudadas, cabe ressaltar ainda, que o bago foi a unica

fonte de estudo no qual o cDNA foi possivel amplificar o sinal de IL-2 (Figura 10c,

p-115):
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Figura 9. Componentes apoptoticos detectados em bago. A expressio do mRNA de Fas detectada no bago dos animais Bn (NOD) mostra
miveis crescentes desta citocina a partir da 8* semana: por outro lado, os animais do grupo Be (CBA/j) ndo apresentam alteragdes.
sugestivo de que estes sejam nivels basais (A). Os niveis de Fas-L no grupo Bn (NOD) apresentam queda até a 8" semana, quando ocorre
aumento progressivo até a 28° semana: verificou-se que no grupo Be (CBAJ]) a cinética se apresenta de forma semelhante ao encontrado
no grupo Bn ( NOD). com niveis menores (B). O estudo do mRNA de Bel-w mostra que tanto os animais do grupo Bn (NOD) como os
do grupo Be (CBA/j). apresentam queda na expressao deste mRNA até a 8° semana de vida, com posterior elevagao nos niveis até a 28’
semana (C).
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Figura 10. Detecgfo decitocinas ¢m bago. O grupo Bn (NOD) exibe um aumento progressivo até a 14’ semana de idade quando ocorre uma
pequena queda nos niveis do mRNA de TNF-alfa na 28" semana; ao contririo, os animais do grupo Be (CBAJj) apresentam valores
aumentados nos animais com 2 semanas de vida. com queda na 4* semana de vida, este niveis permanecem estiveis ate a 28" semana (A) . .
detecgdo da expressdo génica de [I'N-gama tanto no grupo Bn (NOD) como no grupo Bc (CBAY)., apresentam-se reduzidos ¢ inalterados por
todo periodo avaliado (B). A avaliagdo dos indices de mRNA de IL-2 mostra que nos animais do grupo Bn (NOD) estes mantém-se
relativamente constantes e baixos até a 14* semana . na 28 semana ocorre uma pequena elevagdo desses indices; os niveis encontrados nos
animais do grupo controle (Bn-CBA/j) nio diferem substancialmente daqueles encontrados no grupo Bn (NOD). contudo, observou-se
pequena elevagio nos animais com 8 semanas de vida (C).
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6.3. Expressdo Molecular de Citocinas e Componentes de Apoptose em Sangue

Periférico, Baco e Pincreas de Camundongos NOD Diabéticos.

A expressdo de mRNA de citocinas e componentes apoptdticos em camundongos
NOD diabéticos (Ad) foi analisada em amostras de células sangiiineas periféricas, bago e
tecido pancreatico e comparada com animais do grupo An (NOD nio diabéticos) e Ac
(CBA/j) com 28 semanas de vida. A analise estatistica (teste ndo-paramétrico de Mann-
Whitney Exato) aplicada no grupo de animais diabéticos comprovou a homogeneidade

deste grupo.

6.3.1. Células sangiiineas periféricas

Fas, Fas-L e Bel-w

Os animais do grupo diabético (Ad) expressam niveis de mRNA de Fas
significativamente (p<0.05) maiores que seus controles correlatos, animais NOD de 28
semanas nao diabéticos (An). Observa-se, contudo, situagdo oposta na comparagio entre o
grupo de animais diabéticos (Ad) e animais controle ndo correlatos Ac (CBA/j), cuja

expressao de Fas € significativamente maior conforme Tabela 3, p.120; p<0.05.

A avaliagdo da expressdo de mRNA de Fas-L permitiu demonstrar valores
significativamente inferiores (p<0.05) nos animais diabéticos aqueles observados nos

grupos An (NOD) e Ac (CBA/j) de 28 semanas de vida (Tabela 3, p.120).
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Analise da expressdo génica de Bcl-w em sangue de animais diabéticos permitiu
caracterizar niveis significativamente inferiores (p<0.05) quando comparados com

animais do grupo An (NOD) Ac (CBA/j) 28 semanas (Tabela 3, p.120).

TNF-a , IFN-y

O produto do gene do fator de necrose tumoral (TNF-o) apresentou-se
significativamente inferior nos animais do grupo diabético (Ad). em comparagdo aos
animais do grupo An (NOD 28 semanas) (p<0.05). Em contraste, os niveis de expressao
deste gene apresentaram-se significativamente superiores nos animais diabéticos, quando

comparados aos animais do grupo controle (CBA/j) (p<0.05- Tabela 3, p.120).

Na anélise da semi-quantificacdo da expressdo do IFN-y observou-se que os

animais diabéticos apresentaram niveis significativamente superiores aos animais do
grupo An (NOD ndo diabéticos de 28 semanas) ¢ significativamente inferiores aos
animais do grupo controle (CBA/j) (p<0.05- Tabela 3, p.120).

6.3.2. Baco

Fas, Fas-L e Bcl-w

O mRNA de Fas estava expresso significativamente em niveis inferiores nos
animais diabéticos (grupo Ad) em relagdo aos animais do grupo An com 28 semanas de
vida (p<0.05) e, com valores de expressdao que ndo diferiram estatisticamente com o

grupo controle (Ac) estudado (Tabela 3, p.120).
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A deteccdo da expressdo do mRNA de Fas-L., como observado no sangue,
apresentou-se novamente, significativamente inferior nos animais do grupo Ad
(diabéticos) em comparagdo aos animais do grupo An (NOD) com 28 semanas de vida
(p<0.05). Ao passo que, a expressio observada nos animais controle Ac (CBA/j) foi

significativamente superior (p<0.05 - Tabela 3, p.120).

Na analise da expressdo génica de Bcl-w os niveis deste produto estavam
significativamente inferiores nos animais do grupo Ad (diabéticos) em relag¢do aos dos

grupos An e Ac de 28 semanas de vida (p<0.05) (Tabela 3, p.120).

TNF-a , IFN-y e IL-2

Comparativamente, os animais do grupo Ad (NOD-diabéticos) expressaram niveis
significativamente inferiores (p<0.05) aos demais grupos, o correlato de 28 semanas no
diabéticos (An. NOD) e o ndo correlato (Ac, CBA/j) também de 28 semanas de vida

(Tabela 3, p.120).

Por outro lado. a expressdo génica de IFN-y no grupo dos animais diabéticos (Ad)
ndo diferiu estatisticamente entre os grupos estudados, apresentando valores uniformes

(Tabela 3, p.120).

A expressdo do gene para IL-2 no grupo diabético (Ad) permitiu observar
resultados significativamente inferiores aos encontrados nos grupos An (NOD) e Ac

(CBA/j) (p<0.05 -Tabela 3, p.120).

118



6.3.3. Pancreas

Nio foi possivel observar a expressdo de mRNA correspondente a Fas, IL-2 e em

nenhuma das amostras de pancreas estudado nos diversos grupos e idades.

Fas-L e Bel-w

Os niveis de expressdo de Fas-L no grupo Ad (diabéticos) apresentaram-se
significativamente diminuidos quando comparados aos pancreas dos animais dos grupos

An (NOD) e Ac (CBA/j) com 28 semanas de vida (p<0.05) (Tabela 3, p.120).

Ao passo que, os valores médios de expressdo para Bcl-w ndo diferiram

estatisticamente entre os grupos estudados conforme descrito na tabela 3.

TNF-a ., IFN-y

Os niveis de expressio de TNF-a foram significativamente inferiores (p<0.05) no
grupo Ad (animais diabéticos) em compara¢do com os animais do grupo An (NOD) com 28
semanas de vida, ndo sendo possivel observar diferenca significativa nos niveis de expressao

desta citocina nos animais do grupo Ac (CBA/j) com a respectiva idade (Tabela 3, p.120).

Por outro lado. ao se analisar a expressdo génica para IFN-y no pancreas de animais

diabéticos verifica-se valores significativamente superiores (p<0.05) aos dos animais de 28

semanas de vida do grupo An (NOD) e do grupo Ac (CBA/j) (Tabela 3. p.120).
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mRNA SANGUE BACO PANCREAS

Ad An Ac Ad An Ac Ad An Ac

mRNA Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
Diabéticos NOD(28s) CBAj(28s) Diabéticos NOD(28s) CBAj(28s) Diabéticos NOD(28s) CBAj(28s)

FAS 87* 20F 189* 43* 85" 42 - - -

FAS-L 84% 257 190 95* 117* 83* PV 84* 83"

BCL-W  87%  219%  184*  95*  [18%  111* 65 75 78
TNF-a 142%* 175% 132* 67* 153* 86* 66* 08* 71
IFN-y 35+ 0 232% 37 37 35 23+ 8 g
IL-2 : - - 16 43*%  30% . . -

Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney Exato (*p< 0.05), valores expressos em unidades arbitrarias (U.A).

Tabela 3. Dados comparativos da expressdo génica entre animais diabéticos com animais dos

grupos An e Ac com 28 semanas de vida.
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DISCUSSAO

121



Grande parte do entendimento da fisiopatologia do diabetes mellitus auto-imune
esta fundamentado em estudos realizados em camundongos da linhagem de NOD. a qual
se caracteriza pela ativagdo de linfocitos auto-reativos indutores da destrui¢do das células
B pancreaticas. Este modelo tem fornecido dados importantes para o desenvolvimento de
terapias que poderdo induzir mecanismos imuno-regulatérios responsaveis pela

eliminagdo da resposta imune potencialmente patogénica (ANDORINI et al., 2002).

Com a finalidade de elaborar protocolo adequado para a analise do infiltrado
inflamatorio entre o periodo da progressdo da insulite e o desenvolvimento do diabetes
clinico. foi realizado estudo histopatolégico detalhado do pancreas de camundongos NOD
e CBA/j entre a 2° semana e a 28" semana de vida, avaliando-se assim, a cinética de

evolugdo da insulite.

Os dados morfométricos obtidos através do estadiamento do processo inflamatério,
permitiram avaliagdo segura do numero e graus de insulite encontrados no periodo
estudado. Conforme descrito anteriormente em Material ¢ Métodos, foram analisados
1.470 um de tecido por 6rgdo por animal, 0 que permitiu analise representativa da

totalidade do pancreas, uma vez que foi abrangente o suficiente para o estudo do mesmo.

Paralelamente foi monitorizado o fenétipo das células do processo inflamatorio nos
pancreas dos animais no periodo ja descrito e, posteriormente, apos a classificacdo da
evolucdo da insulite foi realizada analise da rea¢o de Feulgen e TUNEL nos respectivos

pancreas.



Os resultados demonstraram alteragdes estruturais nas ilhotas pancreaticas,
ocasionadas pela infiltragdo de células mononucleares, caracteristica da instalagdo da
insulite tanto em animais diabéticos, como em pré-diabéticos. A evolucdo do Processo
inflamatorio esté associada & perda progressiva do nimero total de ilhotas (KIKUTANI &

MAKINO, 1992).

Observou-se a reprodugdo dos achados morfolégicos nas varias fases de evolugdo
da insulite, no curso do DM-1 espontaneo em fémeas NOD. como ja descrito por
SIGNORE er al. (1989). O infiltrado insular invasivo afetou de forma homogénea, o

conjunto das ilhotas pancreaticas nos grupos estudados.

Assim, como estabelecido no protocolo para o estadiamento da evolu¢io da
insulite, evidenciou-se diminuig&o progressiva e proporcional, em funcdo do tempo, do
numero de ilhotas normais ou levemente acometidas (peri-insulite), concomitante com o
aumento do numero de ilhotas pancreaticas com grau de insulite moderada, avangada e

invasiva, dados estes ja observados por VOLPINI (1996).

Diversos autores verificaram que a partir da 5* semana, ha a progressao da insulite
at€ o inicio do diabetes que ocorre, dependendo da coldnia, por volta 20° a 25° semana.

Estes trabalhos descrevem o aumento da infiltragdo de células inflamatérias na ilhota,
Jjuntamente com a diminui¢do das células B (SIGNORE et al, 1989; KIKUTANI &
MAKINO, 1992; PAPACCIO, et al. 1993).

Conforme o esperado, nos animais diabéticos o niimero total de ilhotas estava
diminuido, estas exibiam insulite invasiva e destrutiva. Verifica-se que a destruicdo das
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ilhotas pancreaticas desencadeia a formacéo de cicatrizes sem a presenga de linfocitos,

indicando a resoluc@o do processo inflamatdrio nestes animais (SIGNORE, 1989).

MIYAZAKI et al., 1985 e SIGNORE et al., 1989 estudaram histologicamente o
DM-1 espontaneo em camundongos NOD, relatando a proporgéo de ilhotas em diferentes
graus de insulite, em funcdo das idades dos animais. Nestes estudos, contudo, ndo foram

relatados os numeros precisos de ilhotas de acordo com intensidade da insulite.

Nossos resultados evidenciam que apesar da ocorréncia do processo infiltrativo
intenso, semelhante aos animais diabéticos, nos grupos An 14 e 28 ndo houve a
manifestacio do diabetes clinico, provavelmente devido a maior prevaléncia de ilhotas

funcionais.

Paralelamente a quantificagdo de ilhotas e a andlise dos graus de insulite, foram
realizados estudos imunoistoquimicos do pancreas destes animais com o objetivo de
demonstrar a presenga de linfocitos T, os quais constituem 26-97% do total de células
infiltradas, principais representantes das células inflamatorias nas ilhotas dos
camundongos NOD, tanto pré-diabéticos quanto diabéticos (KIKUTANI & MAKINO,

1992 e TISCH & McDEVIT, 1996).

Estas observacdes confirmam o carater de mediagdo e mecanismos efetores da
resposta inflamatoéria dos linfocitos T e suas citocinas, observadas nas ilhotas pancredticas

(KAY, et al.. 1997; WONG & JANEWAY, 1997).

A citotoxicidade de linfécitos T auto-reativos provavelmente ocasiona a morte das
células da ilhota pancredtica por inducdo de apoptose. Estudos demonstram a
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citotoxicidade exercida por estas células através de duas vias independentes; a via
perforinas-granzimas e via Fas, ambas podem acarretar a apoptose da célula alvo

(CHERVONSKY et al.. 1997; SUAREZ-PINZON et al., 1999; KREUWEL ez al., 1999).

Preliminarmente procedemos a detecgdo de células apoptoticas pancreaticas através
da rea¢do de Feulgen onde células com condensagdo cromatinica ou possiveis nucleos
fragmentados foram observados, tanto no interior da ilhota pancreatica como no processo
inflamatério (WYLLIE er al., 1980). Nossos resultados obtidos pela reacdo de Feulgen

foram confirmados pela técnica de TUNEL.

No presente estudo realizou-se teste para a detecgdo de células apoptoticas, em
todos animais do grupo An (NOD) e Ac (CBA/j). O surgimento de células apoptoticas
durante o periodo de tempo estudado foi observado quando o processo de insulite ja
estava instalado. sendo observado nos animais NOD com 14 e 28 semanas na sua grande
maioria e menos freqiientemente em animais diabéticos onde a insulite é invasiva e
destrutiva. Tal fato pode ser explicado em virtude da destrui¢do gradual da populagio de

células B pelo extenso periodo pré-clinico observado no camundongo NOD, suficiente

para justificar a perda das células f e resultar no diabetes (O'BRIEN et al., 1997).

Este mesmo grupo de autores relata também, que a maior quantidade de eventos
apoptoticos ocorre por volta da 15° semana de vida do camundongo NOD, coincidindo
com a fase que precede a manifestacdo do diabetes, compativel com o observado nos

grupos de animais com 14 semanas de vida.
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Ao associar a intensidade da insulite apresentada nos animais do grupo An 28
semanas. com a nio manifestacdo do diabetes nestes animais, os resultados indicam um
grande aumento de eventos apoptdticos nestes pancreas, sugerindo que o aparecimento de
eventos apoptoticos em camundongos NOD com idade avangada possa ser independente

da lesdo. caracterizando um evento natural.

Contudo. estratégia de estudo in situ da lesdo das células p no DM-1 devera ser
continuada nos proximos segmentos deste estudo. Com abordagem quantitativa das
células apoptoticas nas ilhotas pancreéticas, incluindo a identifica¢@o imunoistoquimica
de horménios insulares, de acordo com a idade e intensidade da insulite. Assim, 0s
resultados aqui apresentados serdo expandidos com em estes experimentos contribuindo

para o esclarecimento dos mecanismos de destruigdo das células B da ilhota pancreatica.

A associacdo de diferentes técnicas como o estudo da expressdo génica para
componentes de apoptose, analise histopatoldgica, detecgdo de células apoptoticas in situ,
sio de grande contribuicdo para avaliagdo do grau de acometimento do pancreas,

correlacionando a dinimica de aparecimento destes eventos com a destrui¢ao da ilhota.

Este trabalho foi desenvolvido visando caracterizar precocemente o inicio da
expressio de componentes apoptoticos e citocinas pro-inflamatorias em ilhotas recém-
isoladas, estendendo-se até a 28° semana de vida do animal, ou at¢ a manifestacdo do diabetes

clinico.
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Comprovando a presenga de células B nas amostras de ilhotas isoladas, foi
realizado RT-PCR para detec¢ao do mRNA de insulina em todas as analises de citocinas e

componentes apoptoticos.

Analisando-se o processo de insulite no camundongo NOD e a expressdo génica de
componentes apoptoticos (Fas, Fas-L e Bcl-w), foi possivel verificar a expressio
aumentada de Fas e Fas-L em camundongos NOD com processo inflamatério intenso.
sugerindo o envolvimento da apoptose mediada por Fas no desenvolvimento do diabetes
auto-imune. Diversos artigos demonstram o0s mecanismos auto-imunes envolvidos na
manifestacdo espontdanea do DM-1 em camundongos NOD (CASTANO et al., 1990;

BACH, 1994).

A opgdo pela utilizagdo de animais da linhagem CBA/j como controles,
fundamentou-se na relativa susceptibilidade desta linhagem para algumas doencas auto-
imunes induzidas, como a tireoidite experimental auto-imune e a encefalomielite
experimental auto-imune (BEDIN, ef al., 1992; LEVINE & SOWINSKY, 1973). Assim,
os dados comparativos entre as duas linhagens poderiam contribuir para melhor

compreensdo dos resultados.

No presente trabalho pudemos verificar o aumento da intensidade de expressdo
génica de Fas e Fas-L nos animais do grupo Bn com 14 e 28 semanas de vida quando
comparados ao controle Bc (CBA/j), associando-se com a intensidade do processo

inflamatério presente nas ilhotas pancreiticas. E importante ressaltar a deteccdo da
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expressdo de Fas e Fas-L nos animais controle (CBA/}), sem qualquer processo

inflamatorio instalado em suas ilhotas pancreéaticas.

A molécula de Fas esta expressa em linfocitos ativados e em algumas c€lulas,
constituindo-se no principal receptor de membrana que transmite os sinais de morte, por
outro lado, a molécula de Fas-L € expressa primariamente em linfocitos T ativados

(KRAMMER, 2000).

A primeira evidéncia que a interagdo Fas/Fas-L estd envolvida na destruigdo
terminal da célula B, deriva de estudos realizados em camundongos NOD homozigotos,
mutantes /pr (mutagdo do gene Fas), o qual nao desenvolve o diabetes, mesmo apos
transferéncia passiva de linfocitos de camundongos NOD diabéticos. Tal fato levou a
formulacdo da hipotese de que a destruicdo das células B esta relacionada com a sua

capacidade de expressar Fas estimulada pelo processo inflamatorio e o curso natural do

diabetes (CHERVONSKY, et al.,1997).

Entretanto. outros autores tém demonstrado que a importancia da interagao
Fas/Fas-L na instalacio do diabetes é relativa, uma vez que o Fas ¢ constitutivo na
maioria dos tecidos e sua expressdo pode aumentar na ocorréncia do processo
inflamatério. As ilhotas pancreiticas ndo s3o exce¢do, embora ilhotas normais de
humanos e murinos possam induzir sua sintese iz vitro, ap6s incubagdo com citocinas, ou
in vivo, ap6s a infiltragdo de linfocitos. Estes autores concluem que a expressao de Fas e
Fas-L na ilhota pancreatica é dependente do estimulo fornecido pelo processo

inflamatorio. Portanto, a apoptose seria simplesmente conseqiiéncia do processo de
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destrui¢d@o iniciado por outros mecanismos como perforinas, receptores de TNF e 6xido

nitrico (ALLISON & STRASSER, 1998; THOMAS, et al.,1999).

Os altos niveis da proteina Fas-L expressos constitutivamente nas células o podem
refletir mecanismos intrinsecos de defesa da ilhota pancreética, protegendo células [ e
impedindo desta forma a a¢do de linfocitos. Sabe-se que os linfécitos auto-reativos
expressam constitutivamente a molécula de Fas e a interacdo deste com a molécula de
Fas-L presente na suposta célula—alvo poderia desencadear a morte linfocitaria por

apoptose (SIGNORE, et al., 1997 e 1998).

A participagdo do sistema Fas/Fas-L tem gerado discussdes e polémicas no meio
cientifico, sem que haja consenso sobre o papel destas moléculas (MATHIS ez al., 2001).
Alguns estudos indicam que a patogénese do diabetes auto-imune constitui um processo
multifatorial, com estagios distintos e o envolvimento de varias células efetoras
diferentes. E provavel que existam intera¢des funcionais significativas entre as diversas
vias inflamatdrias como, por exemplo, a indugdo de Fas por citocinas. Talvez mecanismos
e tipos celulares distintos predominem em diferentes estagios da doenca. Finalmente, ¢
possivel que diversas vias atuem em diferentes individuos influenciado por diferengas

genotipicas ou expressao de auto-antigenos (SU, et al., 2000).

O Bcl-w € um dos membros da familia Bcl-2, a qual tem fungdo reguladora na
apoptose, impedindo a morte celular por diversos estimulos (GIBSON et al., 1996). Sua

estrutura € amplamente conservada entre camundongos e humanos, estando expresso em



varios tipos celulares. essencial para o desenvolvimento adequado da espermatogénese

(PRINT, et al., 1998).

Nossos resultados mostraram niveis mais elevados na expressdo génica de Bcl-w
nos animais do grupo Bn com 28 semanas, proporcional a ocorréncia do processo
inflamatorio, o que sugere mecanismo protetor estimulado por este fendmeno. O mRNA
de Bcl-w foi detectado ainda em ilhotas pancreaticas de camundongos CBA/j, apontando

para sua expressao constitutiva.

A hipétese que células B s@o susceptiveis & apoptose in vivo, € uma das explicagdes
do possivel mecanismo de deplegio destas células no DM-1. Varios genes da familia Bcl
tém sido encontrados na regulagio da apoptose na ilhota pancreatica, possivelmente
regulando este fendmeno. Nao se pode descartar ainda, que os niveis de expressdo de Bcl
afetem a capacidade de sobrevivéncia das células da ilhota regulando a apoptose das

mesmas (IWAHASHI er al., 1996).

Virias abordagens da expressdo de citocinas Thl em camundongos NOD estdo
disponiveis na literatura (BRADLEY et al., 1999; HIRAI et al., 2000), contudo, sem a
comparagdo de varias idades ou analises precoces. A analise conjunta de componentes
apoptoticos, especificamente Bel-w, ndo foram ainda descritas. Neste contexto, 0s dados
apresentados neste trabalho sdo de extrema relevincia, uma vez que trazem novos
subsidios para a compreensdo da dindmica de expressdo de citocinas e componentes

apoptoticos.



Considerando a analise da expressao de citocinas pro-inflamatorias em ilhotas
pancreaticas, que caracterizam a resposta Th-1 (TNF-a e IFN-y), os resultados
apresentados sugerem o seu predominio no péncreas acometido com processo
inflamatorio intenso, reforgando o papel destas citocinas pro-inflamatérias na evolugio da

insulite e, conseqiiente sua contribuigdo para a destruigdo das ilhotas pancreticas.

As citocinas analisadas neste trabalho foram detectadas a partir da 2 semana de
vida (TNF-a). O periodo entre 21 e 25 dias apés o inicio da expressio do TNF-a foi
caracterizado como o momento de “decisdo™ para evolugdo da insulite ndo destrutiva,
para destrutiva, sustentando a importdncia temporal da expressio desta citocina no
desenvolvimento do diabetes (GREEN, et al., 2000). Este padrio temporal foi verificado
na deteccdo do mRNA do TNF-a, onde observou-se aumento significativo a partir da 4°
semana de vida, sugerindo o evento desencadeante da instalagdo da insulite destrutiva e

do diabetes.

Esta expressdo, em estagios avangados da doenga, tem sido detectada por outros
autores como TOYODA er al. (1994) e HIRAI ez al. (2000). Este ultimo demonstrou a
evolugdo da expressdao de INF-y a partir de estagios precoces da doenca (4 semanas de

vida), com aumento caracteristico ao redor da 20° semana de vida.

A participacdo e os efeitos citotoxicos destas citocinas na destruicdo das ilhotas
pancredticas tém sido amplamente estudado por RABINOVITCH et al(1998) e
correlacionadas com a insulite destrutiva. Assim, estas citocinas aumentam sua expressio

juntamente com o avanco da idade nos camundongos (MUIR et al, 1995;
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RABINOVITCH & SOAREZ-PINZON, 1998) dados estes confirmados pela RT-PCR ¢
que reforcam a associagdo destas citocinas na destruigdo das ilhotas e manifestacdo do

diabetes.

Por outro lado, a expressio de mRNA TNF-o, em relagdo aos controles nao

relacionados e aos NOD ndo diabéticos, permaneceu expresso em todo o periodo
estudado e evolucdo da doenca. Este resultado ¢ semelhante ao obtido por TOYODA er

al. (1994).

Quanto a expressdo comparativa entre mRNA de citocinas e componentes de
apoptose, pudemos verificar niveis aumentados de TNF-a, INF-y e Fas nas ilhotas
associado as alteracdes do escore do processo inflamatério. A citotoxicidade foi

verificada pela presenga de TNF-o e INF-y na indug@o de Fas e lesdo das células B.

A hipétese do sinergismo entre IFN-y e TNF-a como agentes de inducdo de
apoptose da célula B foi demonstrada in vitro em cultura de células de insulinoma (SUK,

et al, 2001), assim como na ilhota pancreatica, contudo a natureza desta ndo foi

esclarecida (CAMPBELL, et al., 1988).

Para ampliar a compreensdo do estabelecimento temporal de citocinas e
componentes apoptoticos, estes resultados serdo complementados em outro projeto a ser
desenvolvido no Laboratério de Imunologia Clinica com o estudo da expressdo de outros
componentes apoptéticos e citocinas com padrdo Th2, em péncreas de animais diabéticos

e seus respectivos controles.



Devido a indisponibilidade de ilhotas nos animais diabéticos, padronizamos
adicionalmente o estudo em pancreas total para todos os grupos analisados. Ao
avaliarmos a expressdo génica dos componentes de apoptose no pancreas total, ndo foi
possivel detectar a expressdo de Fas em nenhum dos grupos de animais estudados (Bn, Bc
e diabéticos). Uma possivel explicagdo seria a utilizagdo do 6rgdo inteiro, o qual prejudica
a detec¢do mais acurada dos pontos em questdo, contudo estes dados foram esclarecidos

pelo estudo realizado em ilhotas recém isoladas.

FAULKNER-JONES e colaboradores (1996) para realizacdo da analise de mRNA
de citocinas em péncreas total, manipularam minimamente este 6rgio apos o sacrificio,
com objetivo de preservar os padrdes de expressdo observados in vivo. Reforgando que
embora o pancreas reflita as condi¢des in vivo melhor que em ilhotas isoladas e linfécitos,

esta sujeito a um efeito de diluigdo de seus mRNAs.

Por outro lado. a expressdo de Fas-L tem sido observada sem grandes variagdes,
com padrdes que ndo diferem de seu respectivo controle. De modo que, sua expressio nio
acompanhou a intensidade do processo inflamatério instalado no pancreas dos animais do
grupo An (NOD) com 28 semanas de vida. KIM er al. (2000) concluiram que a molécula

Fas-L ndo ¢é efetora da destruicao das células p.

Os resultados obtidos na andlise da expressdo de mRNA de Bcl-w em pancreas,
demonstram que esta citocina diminui com o avan¢o da idade, dados compativeis com
seus respectivos controles, o grupo Ac (CBA/j). Entretanto, a analise de sua expressio em

ilhotas isoladas destes animais, verifica-se niveis aumentados com o avango da idade.



Na analise de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a e IFN-y) a expressdo foi
constante em ambos os grupos estudados (An e Ac). Inesperadamente, nos resultados da
expressio de mRNA de citocinas por RT-PCR em pancreas total de camundongos NOD
constatou-se incompatibilidade entre os resultados obtidos nas ilhotas isoladas, a insulite e
a destruicdo das ilhotas pancredticas. Este fato constitui um indicativo da importancia da
realizacdo dos estudos de expressdo génica tanto na ilhota isolada, como em pancreas

total, dada a complementaridade de seus resultados.

O aparente paradoxo dos dados pode estar relacionado com as diferentes
abordagens realizadas neste estudo. E importante ressaltar que a avaliagdo da expressao
na ilhota reflete o quadro real exclusivamente da porg¢do enddcrina do pancreas, isolando
os demais tipos celulares presentes neste 6rgdo, os quais podem interferir nos resultados

obtidos. Esta hipotese. permitiu explicar as divergéncias obtidas pelos resultados.

A inducdo da apoptose via Fas é essencial na preservacao da tolerancia periférica, a
delecdo clonal €é ineficaz em camundongos que apresentam mutacao na molécula Fas e
desenvolvem auto-imunidade (GREEN & SCOTT, 1994). Por conseqiiéncia, esta claro
que a expressdo diminuida de Fas pode afetar a capacidade de manutengao dos niveis
normais da tolerdncia periférica, essencial para a protecdo das doengas auto-imunes

(FOWLKES & RAMSDELL, 1993).

Assim, na avaliagdo do mRNA de Fas em sangue periférico do camundongo NOD
nio diabético. nossos resultados indicam que com o avango da idade, a expressdo de

mRNA de Fas diminui e Bcl-w aumenta.



Por outro lado. quando analisamos a expressdo de mRNA de Fas no camundongo
CBA/j verificamos resultados opostos aos do NOD, com aumento da expressdo de Fas no

sangue.

GIORDANO et al. (1995) relataram a expressio de mRNA Fas em células
sangliineas de pacientes com altos riscos de desenvolver o DM-1 em diferentes estagios
da doenca. Por outro lado, verificaram redugdo da expressio de Fas em linfocitos T e B
em individuos pré-diabéticos e diabéticos como mecanismo alternativo de inibicdo da
apoptose. Se licito comparar o sistema murino com a doen¢a humana, nossos resultados
com relacdo ao Fas em células sangiiineas de NOD pré-diabéticos, coincidem com os
relatos de GIORDANO et al., 1995, salvo a ndo observagdo da redugdo de expressdo de

Fas nos animais diabéticos.

CHERRADI er al.,1998, observaram em seus experimentos que na fase precoce (1°
semana de vida) do diabetes, as células T auto-reativas dos camundongos NOD exibem
resisténcia aumentada para indugdo da apoptose, sendo este, uns dos fatores iniciantes de
todo processo auto-imune do diabetes, indicando ainda, que este comportamento
apoptotico € caracteristico nas células T periféricas desses camundongos, podendo estar

associado com os niveis de expressdo de Bcl-w.

Demonstramos também, que niveis de citocinas e componentes apoptéticos em
baco néo refletem os dados observados no local da lesdo (ilhota). TOYODA et al. 1994,

nao detectaram a expressao de INF-y em bago dos camundongos NOD em qualquer



estagio estudado. Dados estes, ndo compativeis com nossos, onde detectamos a expressao

dessa citocinas no bago em todos os estagios, entretanto em niveis reduzidos.

Apos a abordagem da cinética de instalacdo do processo inflamatério e expressdo
de componentes apoptéticos e citocinas em camundongos NOD (ndo diabéticos), no
periodo compreendido entre 2 e 28 semanas de vida, o estudo foi direcionado na tentativa
de elucidar os mecanismos efetores do desencadeamento do diabetes. A conclusdo do
presente trabalho pontua as principais diferencas entre o animais pré-diabéticos e os

diabéticos.

O estudo da expressdo génica em animais diabéticos foi realizado em pancreas,
dada a impossibilidade de isolamento de ilhotas nesses animais, devido a intensidade de
destruicio e drastica redugdo no numero total destas glandulas. Além disso,
complementando os dados obtidos diretamente no orgdo, a analise foi realizada em
sangue periférico e bago. Mantendo como pardmetro de comparagio os dados obtidos a

partir dos camundongos NOD de 28 semanas no diabéticos.

A determinacdo dos niveis de expressio do mRNA de Fas-L nos animais
diabéticos foi menor em comparagdo aos controles (Bn e Bc de 28 semanas). A
diminuicdo destes niveis, acentua-se nos animais que manifestaram o diabetes ap6s a 20°

semana de vida, o que sugere a necessidade desta molécula na prote¢do contra apoptose.

A expressio de Fas-L em células-a pode atuar como um protetor das células  do
ataque imunolégico (SIGNORE, 1997). Contudo, a inflamagéo no camundongo NOD
pode sobrepor esta prote¢do. ocasionando a infiltragdo das células B. Esta hipotese ¢
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sustentada em estudos da expressdo do Fas-L em camundongos NOD, o qual apresenta
uma mutacao em seu gene fazendo com que este ligante tenha sua atividade de interacio

nove vezes menor que a observada em outras linhagens utilizadas como controle

(KAYAGAII et al., 1997).

Nossos dados sdo compativeis nas ilhotas isoladas de animais NOD com 28
semanas nao-diabeticos, os quais apresentam altos niveis de Fas-L sem a manifestacio

clinica da doenca.

Outro fato que desperta a atengdo € a expressio diminuida do mRNA de Bcel-w,
uma das moléculas moduladoras da apoptose, concomitantemente com a queda dos niveis
de Fas-L, sugerindo a provavel inativa¢do do sistema anti-apoptotico celular, favorecendo

desta forma a instalacdo do diabetes.

Em relac@o as citocinas Thl analisadas, o TNF-a apresentou-se diminuido em
comparag¢do aos controles (Bn e Bc 28 semanas), esta redugdo pode estar associada ao
término do processo inflamatério, uma vez que as ilhotas encontram-se destruidas. O
TNF-a participa da instalagdo e manutengéo dos linfocitos auto-reativos no sitio da lesao,
com a resoluc@o da resposta auto-imune e a eliminagio da célula-alvo, os niveis desta

citocina tendem a diminuir.

Dada sua participagdo no final do processo inflamatério. verifica-se um importante
aumento nos niveis de IFN-y nos animais diabéticos, com pico de expressdo nos animais

que manifestaram o diabetes entre a 18* e 25% semana de vida. O resultado dos grupos



controle Bn e Bc (28 semanas) s@o semelhantes, mesmo com o intenso processo

inflamatorio observado nos camundongos NOD.

Talvez o pico na expressdo do IFN-y represente fenomeno transitorio necessario
para destrui¢do total das ilhotas e manifestacdo do diabetes. Sustentando esses dados, a
expressdo desta citocina estd elevada também nas ilhotas isoladas, cujo maior pico de

expressdo se da nos animais de 28 semanas nao-diabéticos.

O IFN-y e o TNF-a detectados com niveis elevados em humanos com
manifestacdo recente do diabetes, indica o papel citotoxico destas citocinas. As agoes
imuno-regulatorias das citocinas sdo exercidas a pequenas distdncias (autocrinas e
paracrinas). dificultando o estudo das fungdes das citocinas intra-ilhota na evolugdo da
insulite destrutiva das células B. tanto em diabetes humano como em camundongos NOD

(RABINOVITCH & SOAREZ-PINZON, 1998).

Nas amostras de sangue de animais diabéticos verificou-se niveis aumentados do
mRNA de Fas quando comparados aos animais ndo diabéticos de 28 semanas, sugerindo a
tentativa de manutencdo da tolerancia periférica, provavelmente induzindo a apoptose
pelo processo denominado “morte celular induzida por ativa¢@o™ (GREEN & SCOTT,
1994). Por outro lado. o mRNA de Fas-L de animais diabéticos mostrou-se diminuido em

relacdo aos animais do grupo controle.

A comparagio entre Fas e Fas-L em animais pré-diabéticos demonstra baixos
niveis de Fas e altos niveis de Fas-L. Entretanto, ao analisar estes pardmetros nos animais
diabéticos verificou-se que estas moléculas apresentam expressao oposta em relagdo aos

139



animais pré-diabéticos, na provavel tentativa de elimina¢do dos linfocitos auto-reativos, o

que talvez ocorra em virtude da conclusdo da resposta imune e eliminac@o do “antigeno™.

O estudo da expressdo de componentes apoptdticos em bago de animais diabéticos
apresentou-se diminuida quando comparado com os niveis verificados nos animais com
28 semanas (nao diabéticos). Este quadro também se reflete na expressdo de citocinas
pro-inflamatérias (TNF-oo e IL-2), sugerindo a resolugdo deste processo. Dados
semelhantes foram observados na encefalomielite experimental autoimune (EAE) nos
periodos de remissdo (OLSSON, 1995). Desta forma, com a destruico total das ilhotas
pancreaticas, a resposta inflamatéria diminuiria paulatinamente. O estudo destas citocinas
€ componentes apoptoticos em animais diabéticos mantidos com administracdo de

insulina poderia esclarecer esta hipdtese.

Por outro lado, ndo se observou diferenga significativa na expressio do IFN-y no bago,
propondo a falta de correspondéncia com a lesdo in sifu. Contudo, na ilhota isolada verificou-
se aumento desta citocina, sugerindo sua atuagdo tanto em estagios precoces da insulite como

em periodos tardios apos a destruicdo da ilhota (RABINOVITCH et al., 1995).

Os resultados apresentados no presente trabalho sugerem que a acdo patogénica
das citocinas tenha inicio precoce, com o agravamento deste quadro desencadeando o
diabetes. A partir destas observagdes, novos estudos poderdo ser desenvolvidos
objetivando a manipulagido da expressdo destas citocinas e/ou componentes de apoptose

em fase precoce do desenvolvimento da insulite.
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Contudo, os dados ndo sdo suficientes para afirmar que a apoptose induzida pela
interacdo Fas/Fas-L seja ponto crucial na manifestagdo do diabetes. Os dados obtidos da
literatura sdo também controversos em relacdo ao Fas/Fas-L, principalmente pela
utilizacdo de camundongos “Knockout” gerando diversas duvidas, uma vez que estes
animais tém sua resposta bioldgica alterada, podendo gerar interpretagdes incompletas do

fendmeno a ser estudado.

Pelo fato da doenga nos camundongos NOD se assemelhar em muitos aspectos ao
DM-1 em humanos. o entendimento dos mecanismos envolvidos na morte das c€lulas § e
os fatores que influenciam a suscetibilidade da apoptose podem direcionar o
desenvolvimento de novas estratégias para preven¢do do diabetes em humanos e também

para intervengdo precoce que limite o agravamento da doenga.
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A caracteriza¢do morfoldgica e os graus de insulite nos camundongos
NOD pré-diabéticos e diabéticos apresentaram perfis evolutivos
compativeis com a idade de cada grupo estudado. Confirmando-se a
mediacio do processo inflamatério por linfocitos T através da

imunoistoquimica.

A cinética de expressio molecular de componentes apoptdticos e
citocinas foi confirmado em ilhotas recém-isoladas, onde verificou-se o
aumento da expressdo destas moléculas com o avango da idade dos
animais. A diminuicdio da expressdo de Fas-L e Bcl-w ocorrida nos
animais diabéticos sugere a perda de protecdo que estes componentes

apoptoticos conferem ao 0rgéo.

Foi caracterizada no modelo de diabetes mellitus tipo I auto-imune a
correlacdo entre a intensidade do processo inflamatério e a cinética de
expressdo de citocinas e componentes apoptoticos em ilhotas de

Langerhans isoladas.

Niveis aumentados de componentes apoptoticos € citocinas pro-
inflamatérias em ilhotas pancreaticas associam-se com o inicio da
instalacdo do processo de insulite em camundongos NOD com 4 semanas

de vida.
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