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RESUMO

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) € uma doenca autoimune caracterizada
pela diminuicdo da producédo de insulina pelo pancreas sendo o principal
mecanismo fisiopatoldgico a infiltracdo de células inflamatorias, liberacédo de
citocinas proé-inflamatérias e consequente destruicdo das células beta
pancreaticas. Objetivo: testar o possivel efeito anti-inflamatorio da
suplementacdo de curcumina e do exercicio fisico aerébio de moderada
intensidade sobre o desenvolvimento do DM1 em camundongos non-obese
diabetic (NOD). Métodos: foram selecionados 48 camundongos NOD com
cinco semanas de vida e divididos em quatro grupos (n=12): controle (C),
suplemetados com curcumina (CUR), treinados (T) e por ultimo o grupo
treinado e suplementado (TC). O experimento durou 20 semanas, a cada
duas semanas era medida a glicemia através de glicosimetro. Animais que
apresentaram glicemia >250 mg/dL foram classificados como diabéticos. No
final foi analisado distribuicdo de insulites no pancreas, citocinas
inflamatorias, insulina e glicemia de jejum no soro. Resultados: Apés 25
semanas de vida a incidéncia de diabetes foi baixa em todos os grupos (0-
16,6%) e ndo houve diferenca entre os grupos nos valores finais de glicemia
de jejum. Entretanto, foi possivel observar que os animais dos grupos que
treinaram apresentaram menos insulites comparados com 0S Qrupos
sedentarios. Nao houve efeito da suplementacdo de curcumina. Concluséo:
o exercicio fisico, mas ndo a suplementacédo de curcumina, previne insulites
de camundongos NOD.

Palavras-chave: Curcumina. Exercicio fisico. Diabetes mellitus tipo 1.
Camundongo. NOD. Insulites.



ABSTRACT

Type 1 diabetes (T1D) is an autoimmune disease characterized by
decreasing of pancreas insulin production. The main pathophysiological
mechanism is immune cell infiltration, release of inflammatory cytokines and
consequent destruction of beta pancreatic cells. Objective: it is to test
possible anti-inflammatory effects of curcumin supplementation and
moderate-aerobic exercise on development of T1D in non-obese diabetic
mouse (NOD). Methods: At five weeks old, forty-eight NOD were randomly
separated into four groups (n=12): control (C), curcumin (CUR), trained (T),
and trained plus curcumin (TC). Experiment lasted 20 weeks; every two week
glycemic was measured by glucometer. Animals which had glycemic more
than 250 mg/dL were classified as diabetic. In the final of protocol, insulits,
cytokines and insulin were measured. Results: After 20 weeks, all groups
showed low diabetes incidence (0-16.6%), and there were no difference in
fasting blood glucose between groups. However, the two groups of trained
animals had less insulitis than other sedentary groups. Curcumin
supplementation had any effects. Conclusion: exercise, but not curcumin
supplementation, prevents insulitis in NOD mice.

Key-words: Curcumin. Exercise. Type 1 diabetes. NOD. Insulitis.
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INTRODUCAO EXPANDIDA

O diabetes mellitus € uma doenca caracterizada por disturbios
metabdlicos, principalmente dos carboidratos, devido & auséncia de insulina
ou problemas na sua sinalizacdo. O diabetes € dividido em duas categorias:
o diabetes tipo 1 (DM1) e o diabetes tipo 2. O diabetes tipo 2 € o mais
comum e esta associado com a resisténcia a insulina nos tecidos periféricos
principamente figado, masculos e tecido adiposo (1).

O DM1 é caracterizado pela deficiéncia absoluta na producdo de
insulina devido a destruicdo das células B, células responsaveis pela
producdo desse hormonio, por isso era denominado como diabetes insulino-
dependente. Seu diagndstico é mais frequente em criancas e adolescentes e
representa 95% dos casos de diabetes diagnosticados nesta faixa etaria (2).
Os primeiros sinais clinicos sao: glicemia elevada, polifagia, politria e
polidipsia. Esses sinais aparecem somente quando mais de 80% das células
B pancreéticas estiverem destruidas (3).

O DM1 pode ser classificado em dois grandes grupos: o primeiro,
diabetes mellitus tipo 1A (T1A) tem carater autoimune e seu diagndéstico é
confirmado pela presenca de anticorpos especificos para as ilhotas de
Langerhans. O segundo, diabetes mellitus tipo 1B (T1B) ndo apresenta
marcadores autoimunes e sua etiologia é desconhecida, também conhecida
como DML idiopatica (4).

O DM1 mais comum é uma doenca autoimune. Dados de 2007

mostram que o numero de pessoas com diabetes tipo 1 em todo o0 mundo



era de aproximadamente 4,9 milhdes, com diagnostico de 70 mil novos
casos por ano (5). Segundo as Diretrizes da Sociedade Brasileira de
Diabetes (2014), 7,6 a cada 100 mil criancas com menos de 15 anos
possuem DM1 no Brasil (6). Forlenza e Rewers (2011) concluiram que a
incidéncia do DM1 cresce 3-5% ao ano principalmente em paises
desenvolvidos (7). Segundo o Departament of Heath and Human Service,
Center of Disease Control and Prevention em National Diabetes Fact Sheet
(2011) ndo existe meio de prevencdo do DM1 cujos principais fatores de
risco sdo genéticos e ambientais (8). Atualmente o tratamento do DM1 é a
insulinaterapia, entretanto, outros tratamentos estdo em aprimoramento
como 0 uso de outros agentes antidiabéticos, como as incretinas e analogos
de GLP-1, o transplante de pancreas e o uso de células tronco. O uso de
insulina ainda € a melhor opcéo para o tratamento visto a necessidade de
altas doses de imunossupressores nesses dois Ultimos casos. Além disso,
mais estudos em longo prazo sao necessarios para esses novos tratamentos
(5).

Mecanismos inflamatérios tem importante papel no desenvolvimento
do DM1 que depende fundamentalmente de trés etapas. A primeira € a
deteccdo de antigenos das células B pelo sistema imune, que pode ocorrer
pela morte celular programada ou pela presenca de virus. A segunda é a
necessidade de uma resposta pro-inflamatoria com magnitude suficiente
para destruicdo das células B. Isso ocorre pela ativacéo de células T CD4 e
CDS8, células dendriticas, macréfagos e células Natural Killer que liberam

citocinas inflamatdrias, por exemplo, interleucina 1-B, interferon-y e fator de
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necrose tumoral-a. Por dltimo, os mecanismos de regulacdo das respostas
imunes devem ser deficiente a ponto de ndo cessar o processo inflamatorio
ja estabelecido (9). Isso ocorre principalmente pelo desequilibrio entre
células T regulatérias e efetoras (Treg/Teffs) que séo controladas por
citocinas como IL-2, IL-7 e IL-15 (10).

Ainda ndo se sabe exatamente quais sdo os fatores que
desencadeiam esses processos, porém € reconhecido que existe importante
papel genético e ambiental. Do ponto de vista genético sabe-se que quando
um individuo possui DM1 seu irm&o tem um risco de 6% de desenvolver a
doenca, comparado com 0,4% da populacdo. Além disso, é visto a
associacao entre o aumento na incidéncia de DM1 com mutacdes de alguns
l6cus genéticos principalmente associados ao antigeno leucocitario humano
ou do inglés human leukocyte antigen (HLA) e alguns genes que séo
expressos nas células do sistema imune. Hoje sdo conhecidos mais de 40
locus genéticos que estdo relacionados com a suscetibilidade de
desenvolver essa doenca (11). A participacdo de fatores ambientais no
desenvolvimento do DM1 fica clara quando se observa o fato de que apenas
50% dos homozigotos suscetiveis para o DM1 desenvolvem a doenca (12).
Outro ponto € o aumento da incidéncia em paises desenvolvidos que néo
pode ser explicado apenas com fatores genéticos (13—-17). A presenca de
infecgdo, por rota virus como exemplo, ou auséncia delas, como em
biotérios livre de patdogenos, também podem aumentar o risco de
desenvolver DM1 (18,19). Atualmente também é estudado o papel da

microbiota intestinal (20) e da exposicao solar (21) no desenvolvimento do
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DML1. Isso mostra que fatores ambientais podem modular a predisposi¢ao
genética ao DM1. Portanto, espera-se que no futuro medidas sejam tomadas
com o intuito de cessar o aumento da incidéncia de novos casos de DM1 no
mundo.

Nesse sentido, diversas pesquisas buscam por intervencées com o
objetivo de reduzir a chance de desenvolvimento do DM1. Atualmente,
pouco se sabe como fatores dietéticos poderiam agir para diminuir o risco de
desenvolvimento dessa doenca. Estudos feitos com vitamina D (22),
polifenois do cha verde, flavonoides do cacau (23,24) e curcumina (25),
demonstraram importante reducdo no desenvolvimento do DM1 em
camundongos non-obese diabetic (NOD), linhagem especial de animais que
desenvolve espontaneamente o DM1. Os autores desses trabalhos apontam
mecanismos anti-inflamatérios desses compostos como responsaveis pelos
seus achados. A vitamina D e a curcumina apresentraram reducdo de
interferon-y, ja o polifenol do cha verde e os flavonoides do cacau
aumentaram a IL-10, uma citocina anti-inflamatoria.

A curcumina é um composto bioativo, mais especificamente um
polifenol hidrofobico, encontrado principalmente no rizoma da planta
herbacea conhecida popularmente como acafrdo da india (Curcuma Longa).
De origem asiatica e da mesma familia do gengibre, sua raiz possui uma
pigmentacdo amarelada devido a mistura de trés curcumindides: 77%
diferuloylmethane, 17% demethoxycurcumin, e 6% bisdemethoxycurcumin.
(26). Quando ralada e desidratada, seu po € utilizado como tempero e

corante natural na culinaria. Além disso, é utilizado com fins medicinais
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devido as atividades farmacoldgicas ja estudadas, por exemplo, atividades
anti cancer, hipoglicemiante e cicatrizante (27). Atualmente existem mais de
seis mil publicacbes sobre esse composto visto seu amplo papel em
diversas doencas crénicas, como cancer, doencas neurologicas, doencas de
carater inflamatorio, cardiovasculares e diabetes. Os principais mecanismos
para tais efeitos sdo suas caracteristicas anti-inflamatoéria, antioxidante,
anticancer, hipoglicemiante e antibidtica (26).

Entre os principais efeitos biolégicos da curcumina, seu efeito anti-
inflamatério chama atencdo pelos inameros trabalhos que apontam
beneficios em doencas como obesidade, diabetes, doencas
cardiovasculares, edema cerebral, doencas neurodegenerativas, alergias e
asma, doenca inflamatéria intestinal, artrite reumatoide, isquemia renal,
psoriase e esclerodermia; doencas essas em que a resposta inflamatéria
exarcebada tem papel importante na fisiopatologia. Tais beneficios sao
explicados pela capacidade deste composto em modular a resposta imune
via linfécitos T, células dendriticas, Natural Killer, mondcitos e macrofagos,
células B, neutréfilos, eosinofilos e balanco oxidativo. Isso se deve
principalmente ao bloqueio da acéo e producédo de TNF-a via NF-kpB. (28,29)

Com relacédo a acédo anti-inflamatoria da curcumina e sua influéncia
sobre o desenvolvimento do DM1, recentemente Castro et al. (2014)
verificou retardo ou auséncia da doenca em camundongos NODsci com
diminuicdo da infiltracdo de leucoécitos no pancreas, modulacdo da
proliferacédo de linfécitos T e producéo de IFN —y através de modificagbes da

transcricdo de células T helper tipo 1 (TH1). Além disso, foi observado
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reducdo da acdo de NF-kpB, reducao de receptores de células T e diminuicédo
dos estimulos a células dendriticas devido a reducdo de citocinas pro-
inflamatorias e oxido nitrico (NO). Importante salientar que neste estudo os
animais foram suplementados com curcumina via intraperitoneal (25 mg/kg),
0 que poderia ser um fator limitante do uso deste agente na prevencao do
DM1 em humanos.

Por outro lado, diferentes estudos tém mostrado adaptacoes
fisiolégicas benéficas do exercicio fisico tanto em humanos (1,30,31) quanto
em animais diabéticos (32,33). De fato a falta de exercicio fisico aumenta a
taxa de declinio da capacidade funcional e aumenta a probabilidade de
desenvolvimento de doencas crénicas nao transmissiveis (34). Os principais
mecanismos responsaveis pelas acdes benéficas do exercicio na salude séo:
a melhor regulacdo do metabolismo lipidico, aumento da biogénese
mitocondrial, aumento da sensibilidade a insulina, melhora do aparato
antioxidante, liberacdo de horménios e miocinas com caracteristica anti-
inflamatéria (35).

Lemos et al. (2012) utilizando ratos Zucker Diabetic Fatty (ZDF/Gmi-
fa/fa) realizou 1h de natacdo trés vezes na semana por 11 semanas. O
programa de treinamento apesar de ndo diminuir o peso corporal dos
animais quando comparado com o grupo sedentario, mostrou diminuicdo na
glicemia, hemoglobina glicada, insulina e HOMA-IR. Os mecanismos
encontrados pelos autores para explicar o melhor controle glicemico dos
animais exercitados estdo baseados na diminuicdo da resposta inflamatéria

(diminuicdo de TNF-q, proteina C reativa, e aumento de adiponectina) e
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menor estresse oxidativo observado por diminuicdo do marcador de
peroxidacao lipidica, o malodialdeido (MDA) sérico (36).

Durante as sessdes de treinamento ha uma resposta neuroendocrina
devido ao estresse causado pelo exercicio fisico e isso é fundamental para
manter o controle da homeostase durante o esforco. O sistema
neuroendocrino por sua vez tem forte interacdo com o sistema imune.
Durante o esforco fisico é observado aumento do horménio do crescimento
(GH), testosterona, cortisol e catecolaminas (epinefrina, noropinefrina e
dopamina). A comunicacdo entre o sistema neuroenddcrino e o sistema
imune ocorre basicamente por duas vias, a primeira pelo eixo hipotalamico-
pituitario-adrenal (acdo dos glicocorticéides) e a segunda via sistema
nervoso simpatico (acdo das catecolaminas). Ambas as vias modulam o
namero, a funcdo, a mobilizacdo e ativacao de células imunes (37).

Ji e Zhang (2014) demonstraram também que a producdo de espécies
reativas de oxigénio aumentada durante o exercicio fisico estimula
adaptacdes no sistema antioxidante e na biogénise mitocondrial e que tais
adaptacdes regulam o fator nuclear kB (NFkB) diminuindo a expressao de
citocinas inflamatorias (38).

Wasinski et al. (2014) sugere um efeito imunomodulador do exercicio
fisico através da alteracdo do metabolismo de glicose e glutamina dos
linfécitos. Isso porque o exercicio fisico cronico altera enzimas chaves do
metabolismo energético dos linfocitos. Em linfécitos T, por exemplo,
aumenta a utilizacdo de glutamina e diminui a utilizacdo de glicose, ja os

linfécitos B aumentam a utilizacdo de ambos nutrientes. Essa mudanca no
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metabolismo das células imunes altera a producado de citocinas inflamatorias
e com isso justificam também o efeito anti-inflamatoério do exercicio fisico.
Isso significa, em termos funcionais da acéo dos linfocitos por exemplo, um
melhor equilibrio de Th1/Th2 cujo desbalanco é associado com varios
problemas imunologicos (39).

Em situacBes patologicas caracterizadas por processo inflamatorio
cronico o exercicio também apresenta beneficios anti-inflamatorios. Na
obesidade ele diminui os &cidos graxos livres, os toll-like receptors (TLRS),
vias de sinalizagdo chave dos processos inflamatérios como [/kBa
kinase/nuclear factor-Kb (IKK/NFkB), estresse do reticulo endoplasmatico e
resisténcia insulinica. Essas modificacfes causadas pelo exercicio diminuem
o estado inflamatorio encontrado em individuos obesos (40).

O exercicio fisico tem sido considerado como interveng¢do anti-
inflamatoria, pois se observa aumento da producédo de miocinas, IL-6, IL-8 e
IL-15. O aumento de IL-6 induzida pelo exercicio estimula citocinas anti-
inflamatérias como a IL-1ra e a IL-10, além disso, tem a capacidade de
suprimir TNF-a. (41). Somado a essa producdo de citocinas, 0 exercicio
também diminui a producdo de citocinas e receptores toll-like de leucdcitos,
com isso diminui a capacidade inflamatéria dessas células. Por fim o
exercicio fisico tem a capacidade de reduzir o tecido adiposo que € o maior
produtor de proteinas inflamatérias do nosso organismo (42). Portanto, a
pratica de exercicio fisico promove um ambiente anti-inflamatério no
organismo humano (38,43).

Varios estudos recentes relatam o papel anti-inflamatoério sistémico do
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exercicio aerdbio em diferentes modelos de camundongos como: cancer de
mama (44,45), inflamacéo do tecido adiposo induzida via agonista especifico
beta-3 (46) e em modelo de aterosclerose diabética (47).

Recentemente, Paula et al. (2015) demonstrou que o exercicio fisico
(70% VOmax) CinCO vezes na semana por oito semanas inibiu a morte de
células beta pancreéaticas em camundongos wild-type via sinalizacao de IL-6
(48). Entretanto, ndo existem estudos em modelo experimental NOD de DM1
que avaliou o efeito protetor do exercicio fisico no desenvolvimento da
doenca.

Por isso, o presente estudo tem como objetivo testar o efeito da
supplementacdo de curcumina e do exercicio fisico aerobio de moderada
intensidade sobre os mecanismos fisiopatolégicos que desencadeiam o

diabetes tipo 1 de camundongos diabéticos ndo obesos (NOD).



17

Capitulo 1.

Exercise training but not curcumin supplementation decrease immune
cell infiltration in pancreatic islet of a genetically susceptible model of

type 1 diabetes

Artigo Enviado para a publicagdo em Outubro de 2016 para a Sports

Medicine. ISSN: 0112-1642 (Print) 1179-2035 (Online).
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Abstract: The main mechanism involved in pathogenesis of autoimmunity is
uncontrolled inflammatory response against self-antigens. Therefore, anti-
inflammatory factors, such as a high bioactive compounds diet and physical active
lifestyle, may inhibit or slow development of autoimmune diseases. Type 1 diabetes
(T1D) is an autoimmune disease characterized by pancreatic B cell destruction. Non-
obese diabetic (NOD) mouse is a model of spontaneous T1D, and it is the most
similar to human disease. To determine if chronic exercise training or diet rich in
polyphenol delay islet autoimmunity, 48 NOD mice, with five weeks old, were
randomly separated in four groups: control, curcumin supplementation, trained, and
trained plus curcumin. All experiment lasted for 20 weeks. Pancreatic histology
demonstrated fewer immune cells infiltration in pancreatic islet of trained groups.
There was no effect of curcumin supplementation neither alone nor improving
exercise effects. These data provide evidence that exercise training can mitigate T1D
development in genetically susceptible mice.

Key Points: Exercise training decreased immune cells infiltration in vivo of a
spontaneous mouse model of type 1 diabetes.
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1 Introduction

Autoimmune diseases have as main feature intense inflammatory response. In type 1
diabetes (T1D), this response must be chronic, strong, and with enough magnitude to
destroy most of pancreatic B cell [1]. Incidence of some autoimmune diseases has
been increased worldwide over the past decades [2,3]; with T1D is not different
[4,5]. Currently, environment factors are the most accepted explanation to this rising.
For instance, vitamin D status [6] and Hygiene Hypothesis [7] are environment
factors being investigated. Physical inactivity and industrialized diet behavior in
childhood happened together with the increasing in autoimmune diseases. These
behavior are responsible for many kinds of chronic diseases [8-10] and inflammatory
disease [11] in early stage of life. Additionally, these changes in lifestyle support the
Overload Hypothesis which associates modern lifestyle with overload of beta cells
making it more vulnerable to autoimmune response [12].

Intervention with anti-inflammatory property, if able to stop autoimmune responses,
could prevent or delay T1D development. Dietary patterns rich in food sources of
bioactive compounds, such as Mediterranean diet, favors anti-inflammatory
environment in human organism [13]. Curcumin is a polyphenol found in rhizome of
Curcuma longa; it is one of bioactive compounds most studied due its anti-
inflammatory properties [14-16]. Furthermore, a physical active lifestyle also
promote anti-inflammatory response by several mechanism, such as antioxidant
activity [17], releasing myokines and hormones [18], immune cells metabolism
modulation [19], and decreasing inflammation signaling [20].

Currently, non-obese diabetic mouse (NOD), a model of spontaneous T1D, is the
most similar to human T1D compared to other animal models [21]. As in humans,
T1D occurs in NOD due immune cell infiltration into pancreatic islet (insulitis), and
consequent destruction of 3 cells. Over 30 years, it has been used in research
improving science of autoimmunity [22].

Some studies have tested bioactive compounds in NOD mice. Cocoa flavonols and
green tea catechin supplementation reduced diabetes incidence in NOD mice [23,24].
There were no studies that tested exercise training to prevent T1D in NOD. To help
understand the role of lifestyle changes in prevention of autoimmune disease, the aim
of this study is to test exercise training and curcumin supplementation on T1D
progression of NOD mice.

2 Materials and Methods
2.1Animais

Forty eight female NOD mice, with five weeks old, were randomized in four groups
(n=12): control (C), curcumin supplementation (CUR), trained (T), and trained plus
curcumin (TC). The protocol took 20 weeks. Animals were maintained in
conventional condition (22-24 °C and 12h light-dark cycle), and housed four animals
per cage. Food and water provided ad libitum. Mice were fed with pelletized AIN-
93G [25] diet. Food intake was monitored three times a week. Body weight was
measured weekly. Blood glucose was checked every 14 days by glucometer
(FreeStyle Lite — Abbot). Animals was considered diabetic when glycemic
>250mg/dL. Diabetic animals that lose >25% body weight were killed before 20
week. This study was approved by local Animal Ethical Committee from Ribeiréo
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Preto Medical School of the University of Sdo Paulo (n° 190/2014) which is in
accordance with the Ethical Principles in Animal Research adopted by the National
Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA) following the Guide
for the care and use of laboratory animals 2011[26].

2.2 Sample size

Sample size was calculated based in primary outcome in this study which is immune
cell infiltration in pancreatic islet (insulitis). Because insulitis is a nominal qualitative
variable sample size was determined using:

(p1.91+p2.g2Za/ 2+ 28)

(p1-p2)?
It was considered that each section of pancreas has mean of ~10 islets and control
group have ~60% of some level of insulitis even in absence of T1D [27]. Sample size

was established to reach statistical significance level when intervention reduces at
least by half (30%) the islet with some level of insulitis.

2.3 Curcumin supplementation

AIN-93 diet was made twice a week, kept freeze, and protected from light. In CUR
and TC groups, 500 mg curcumin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was added
in 1 kg diet. This results in ~65 mg/kg body weight curcumin intake per day.

2.4 Exercise Training Intensity

All mice of T and TC groups were submitted to maximal speed incremental test with
five weeks old. Incremental test consists in two minutes acclimatization to treadmill.
After, animals started the test running at 0.6 km/h, each 2min 0.1 km/h was increased
until 1.2 km/h that increased 0.2 km/k each 2min. Test over when mouse was
exhausted. Test was remade every four weeks to adjust load. However, there was no
different in maximal speed among weeks. Due to animals performance they were
divided in three groups: the bests ones, the middle ones and the less conditioned.
This setting intended to respect the different performance without a “lazy” animal
disturb training intensity of the “good runners”.

2.5 Training Protocol

Training was performed five days per week, 60min per session, with five minutes
warm up and two minutes cool down. Three days, speedy was 60% of the maximal
speed reached in incremental test; it was separated for two days that speedy was 30%
of the maximal speed. One animal of T group injured paw and had to be removed
from the protocol.

2.6 Serum

With 25 week-old, animals were killed by decapitation, two days from last training
session and fasting from food but not water. Serum was obtained for immediate
analysis of fasting glucose by colorimetric method and the remainder stored at -70 °C
for future analysis.

2.7 Cytokines and Insulin
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Insulin, TNF-a, and IL-6 were measured using Luminex XMAP® technology with kit
Milliplex® (Millipore Corporation) analyzed on MAGPIX®. Standard curve of all
analytes had R? =1.

2.8 Insulitis

Pancreas was fixed in 10% formalin, included in paraffin, and colored with
hematoxylin and eosin to histological analysis. Images were taken by optical
microscope (Olympus BX61VS). It was utilized three sections of each pancreas.
Islets was classified as: No Insulitis (absence of immune cells), Pre-Insulitis (fewer
immune cells around the islet), and Insulitis (>25% of cells infiltration and
destruction of islet architecture). And then counted as previously described [28]

2.8.1Insulitis extension
Insulitis extension was calculated as previously described [29]:
(N°No Insulitis)+(N°Pre Insulitisx 2)+(N° Insulitis x 3)
N°Total Islets

2.9 Statistics

HOMA-IR and IL-6 are continuous variable that did not have normal distribution.
So, Kruskal-Wallis test was used. Other continuous variable were used one-way
analysis of variance (ANOVA) or analysis of variance to repeated measures
according to data distribution. There was not difference between groups variance.
Tukey post-hoc test was used to compare group differences. Log rank test was used
to compare diabetes incidence. Qui-square test was used to compare insulitis
distribution. All analysis was adopted 0.05 of significance levels.

3 Results

Although the trained (T) group had intake ~10% more diet per day than control (C),
exercise decreased ~41% weight gain in 20 weeks of experiment (Table 1). Two
animals of each group C and curcumin (CUR) developed T1D. This was not enough
to alter HOMA IR (Table 1).

Table 1. Food intake, weight gain, T1D incidence and HOMA IR.

Group Food Intake (g/d) Weight Gain (g) T1D Incidence (%) HOMA IR
C 3.05+0.23 12.40+5.02 16.66 4.97+4.79
CUR 3.13+0.20 9.30+3.30 16.66 2.32+1.95
T 3.3910.26* 6.73+1.68* 0.00 1.80+2.95
TC 3.31+0.21 7.25+1.48* 0.00 1.71+1.17
P value 0.0006 0.0006 0.5078 0.1172

Values represented by mean + standard deviation. * Different from Control (C); Curcumin (CUR);
Trained (T); Trained plus curcumin (TC).

Three animals had glycemic >250 mg/dL with nineteen week old, and one with
twenty three (Fig. 1). Although there was low incidence of T1D, all groups had
animals with some insulitis levels. Trained and trained plus curcumin groups had
50% less pancreatic islet with immune cell infiltration than sedentary groups (Fig.
2A). Besides, insulitis extension was also reduced with exercise training (Fig. 2B).
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Trained group increase IL-6 level compared to control. TNF-a did not change
between groups (Fig. 3).
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Fig. 1 Blood glucose curve. Values represented by mean and standard error. Control (C); Curcumin
(CURY); Trained (T); Trained plus curcumin (TC).

A B
*#
100- L3
I No Insulitis
80- = Pre-IIrTsulltls -I—
—_ Hl Insulitis
(=}
< 60 .
7)) h—
2 401
£
20+
0
C CUR T TC CUR TC
C

No Insaulitis Pre-Insulitis ] ) Insulitis

Fig. 2 Insulitis. Insulitis distributions (A). Insulitis extension (B). Representatives images of each

level of Insulitis(C). * Different from Control (C); # Different from Curcumin (CUR); Trained (T);
Trained plus curcumin (TC). P < 0.0001.
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4 Discussion

To our knowledge, is the first time that exercise protect pancreatic B cell against
immune response in vivo. No effects were observed with curcumin supplementation.

Although chronic oral curcumin (500 ppm in diet) reach detectable concentration in
plasma and even brain tissue [30], there was no results in T1D. However, curcumin
(25 mg/kg body weight) intraperitoneal inhibited leucocyte infiltration in accelerated
murine models of T1D [31]. These suggest that increasing dose or using strategies
that heightened curcumin bioavailability maybe find better results.

Low incidence of T1D was expected because animals fed gluten-free diet and were
not in germ-free environment [32,33]. However, NOD mice presents ~60% of
immune cell infiltration in islets even in absence of T1D [27], which is consistent
with our findings. Exercise lower this rate to 30%.

Reduction on body weight gain with exercise is well documented. This result found
here show the magnitude of training on caloric balance. On the other hand,
overweight induce chronic inflammatory status [34]. Besides, there is an Overload
Hypothesis which propose that environment factors, such as obesity, increase T1D
risk [12]. Therefore the weight control can be one mechanism to explain insulitis
reduction in T and TC groups.

Another possible mechanism to explain the effects of training is through dendritic
cells modulation. Dendritic cells modulate both innate and adaptive immune
responses. Recently, Pane et al. claims that these cells has important role in T1D
development [35]. Several studies have been showed that exercise decrease the
number of dendritic cells or attenuates it response [36—39]. Thus, exercise may
mitigate autoimmunity by shaping dendritic cells activation.

Since 2000, IL-6 is recognized as one of the myokines produced during exercise
[40]. In 2010, a paper review related myokines as responsible to anti-inflammatory
environment of exercise and its prevention action on type 2 diabetes, cardiovascular
diseases, cancer and dementia [41]. Although TNF-o remain unchanged, the training
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increase more than two fold the mean of IL-6 in trained group (p=0.07). In an ex vivo
study, pancreas of trained animals had fewer values of apoptosis markers than
sedentary when it was submitted to inflammatory cytokines. After, when added IL-6
blocker, apoptosis markers raised to sedentary values [42]. Thus, the benefit of
exercise in B cell survivor is through IL-6 pathway. Our results, together with
literature, give evidence that suggest lack of exercise in childhood as one more
environment factor responsible to increase incidence of autoimmune diseases.

First limitation of this study was the lack of mechanism that establishes casual effect.
So, literature presented just point out some possible mechanism. Therefore, further
analysis is needed to find mechanisms which explain this phenomenon about
exercise and autoimmunity. Also, prospective studies are necessary to elucidate this
question. Second limitation is absence of curcumin level measurement in the beta
cells; route of administration and dose of curcumin was established based on
previous literature[30] and to simulate a rich polyphenol diet.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho teve como finalidade contribuir com a ciéncia
sobre o papel do estilo de vida no desenvolvimento de doenca autoimune,
mais precisamente o diabetes mellitus tipo 1. Para contribuir com esse
complexo conjunto de conhecimentos foi testado a hipétese de que o
exercicio fisico e/ou o enriqguecimento da alimentacdo com um composto
bioativo pudesse inibir a progressdo de diabetes mellitus tipo 1 em um
modelo  experimental geneticamente predisposto a desenvolver
espontaneamente o DM1. Como conclusao foi observado efeito protetor do
exercicio na resposta do sistema imune contra as células beta do pancréas
mas nao houve efeito da suplementacdo de curcumina. ISso sugere que 0
exercicio fisico tem uma resposta anti-inflamatéria com maior magnitude do
gue o composto testado considerando a forma de adminstragao utilizada no
presente estudo. Para melhor compreensdo do papel que o estilo de vida
tem sobre o desenvolvimento de doencas autoimunes, mesmo quando
existe pré-disposicdo genética, serdo necessarios estudos prospectivos de
coorte que comecem desde a infancia e acompanhem até a fase adulta.
Devido a dificuldade desse tipo de estudo, trabalhos como esse aqui

apresentado auxiliam no suporte para futuras evidéncias.
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1.Parecer do Comité de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto.

’ UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

Do

— Comissdo de Etica no Uso de Animais —
(16)3315-3301

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo para Uso de Animais em
Experimentagdo n° 190/2014, sobre o projeto intitulado “Efeitos da
suplementag¢do de curcumina e do exercicio fisico aerdbio sobre o
desenvolvimento do D.M. tipo 1 em camundongos diabéticos néo obesos
(NOD) ", sob a responsabilidade do Professor Doutor Anderson Marliere
Navarro estd de acordo com os Principios Eticos em Experimentagio
Animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagio
Animal (CONCEA) e foi APROVADO em reunido de 25 de fevereiro de
2015.

We certify that the protocol n° 190/2014, entitled “Effect of curcumin supplementation and aerobic
exercise on development of D.M type I in non-obese diabetic mice (NOD)”, is in accordance with the
Ethical Principles in Animal Research adopted by the National Council for the Control of Animal
Experimentation (CONCEA) and was approved by the Local Animal Ethical Committee from the
Ribeirdo Preto Medical School of the University of S3o Paulo in 02/25/2015.

Ribeirdo Preto, 25 de fevereiro de 2015.
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Prof. Dr. Alceu Afonso Jordad Junior
Vice-Presidente da Comissdo de Etica
no Uso de Animais, em exercicio



