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Resumo

RESUMO

O diabetes mellitus tipo I (DM1) € uma doenca causada pela destruicdo
autoimune das células B do pancreas que resulta em deficiéncia na produgdo de insulina
e cujo tratamento ndo € totalmente eficaz. A terapia existente visa apenas controlar a
progressdo da patologia através da injecdo didria de insulina exdgena e, portanto, uma
alternativa terapéutica ou profildtica para a doenca € necessaria. O objetivo deste projeto
foi avaliar o potencial profildtico de duas estratégias vacinais baseadas na imunizagao
com insulina em condi¢des tolerogénicas que incluem associacdo com Adjuvante
Incompleto de Freund (AIF) e dexametasona (dexa). Para isso, camundongos C57BL/6
machos foram imunizados com a cadeia B da insulina e posteriormente inoculados com
multiplas doses de estreptozotocina para desencadeamento do DMI1. Os seguintes
parametros foram empregados para avaliar o possivel efeito protetor: niveis glicémicos,
variacdo de peso corporal, histopatologia do pancreas e perfil de citocinas produzidas
por células esplénicas. Os grupos experimentais previamente imunizado com insulina
(insulina+AIF+STZ) e inoculado com adjuvante (AIF+STZ), mas ndo o grupo
imunizado com insulina associada a dexametasona, apresentaram uma diminui¢do no
percentual da insulite severa (grau 3) quando comparados com o grupo STZ. Este efeito
protetor esteve associado com maior producdo de IL-5 e IL-10. Estes resultados
demonstram que embora uma dose de insulina associada ao AIF apresente potencial
imunorregulador capaz de diminuir a gravidade da insulite, esta nao foi eficaz na
prevencdo do desenvolvimento clinico da doenca. Além disso, este efeito parece ser, em

grande parte, mediado pelo préprio AIF.

Palavras-chave: Adjuvante Incompleto de Freund; Dexametasona; Diabetes

autoimune; Estreptozotocina; Imunomodulacio; Insulina.



Introducao

1. Introducao

1.1 Autoimunidade

O sistema imunolégico atua, principalmente, na eliminagdo de elementos
estranhos ao préprio organismo e para tal, se faz necessdrio o reconhecimento de
agentes estranhos. A discriminagdo entre os componentes proprios, os quais devem ser
tolerados, e os componentes externos, os quais devem ser reconhecidos como perigosos
e, entdo, eliminados, € de extrema importancia para o bom funcionamento deste
processo. A autoimunidade se estabelece quando hd um desequilibrio no processo de
autotolerancia resultando na ativacdo de linfécitos B e T autorreativos que
desencadeiam um ataque contra o hospedeiro, determinando assim uma lesdo celular
e/ou tecidual.

As doencas autoimunes afetam de 3 a 5% da populacdo em geral, sendo mais
prevalentes em mulheres (O'Shea et al., 2002). A etiologia e a patogénese dessas
doencas sd@o muito estudadas, mas até o momento, s6 foram elucidadas parcialmente.
Sabe-se que tanto fatores genéticos quanto ambientais contribuem para seu
aparecimento. Algumas apresentam manifestacdes sistémicas, sendo que outras podem
se restringir a um unico 6rgao ou tecido especifico, como é o caso do Diabetes mellitus

tipo I (Marrack et al., 2001).

1.2 Diabetes autoimune

Diabetes mellitus tipo I é uma doenca causada pela destruicdo autoimune das
células B do péancreas que resulta em deficiéncia na produgdo de insulina. Esta
deficiéncia afeta o metabolismo da glicose, resultando em cetoacidose, e causa
complicagdes em vdrios sistemas do organismo por a¢cdo do estresse oxidativo (Maiese
et al., 2010). O estigio avancado da doenca é caracterizado por lesdes vasculares
aterosclerdticas, insuficiéncia renal e cegueira. O inicio deste processo autoimune tem
sido associado com agentes infecciosos 0s quais determinariam expressao de moléculas
de histocompatibilidade nas células [, seguida de apresentagdo de antigenos proprios
por estas células (van der Werf et al., 2007). Diferentes tipos celulares contribuem com

a insulite que caracteriza a doenga e se instala antes da hiperglicemia, em especial
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Introducao

macréfagos, células dendriticas e linfécitos T e B autorreativos. Autoanticorpos
parecem contribuir com a lesdo das ilhotas, mas mecanismos celulares mediados por
linfécitos Thl e Tc sdo descritos como mais relevantes (Gianani & Eisenbarth, 2005).
Entre os vdrios autoantigenos identificados como alvos de células T diabetogénicas
destacam-se: insulina, [A-2, descarboxilase do dcido glutdmico (GAD) e hsp60
(Nicholas et al., 2011). A insulina é descrita como alvo da resposta imune iniciadora e
por isto tem sido proposto que o bloqueio de resposta contra a insulina evitaria o epitope

spreading, bloqueando desta forma o inicio da doenca (Liu et al, 2007).

1.3 Imunopatogénese

Existe concordancia geral na literatura de que as células T sdo fundamentais no
processo autoimune que ocorre no diabetes. O diabetes tipo I resulta da destrui¢do das
células B produtoras de insulina por um processo autoimune especifico. Autoantigenos
seriam inicialmente liberados das células B por infec¢des virais, outros tipos de estresse
local ou até mesmo pelo turnover celular. Estes autoantigenos seriam capturados por
células apresentadoras de antigenos (APCs) tais como macréfagos (M) e células
dendriticas (CD) e transportados aos linfonodos regionais que drenam o pancreas.
Células T CD4" autorreativas as quais circulam no sangue e nos 6rgdos linféides,
incluindo os linfonodos pancredticos, reconheceriam peptideos proprios das células 3
associados com moléculas de histocompatibilidade. Este seria o inicio de um processo
envolvendo varios tipos celulares cujo resultado final seria uma insulite destrutiva.
Estas células T CD4" poderiam ser ativadas por IL-12 liberada por macréfagos e células
dendriticas. Concomitantemente células T CD8" especificas para autoantigeno seriam
ativadas pela IL-2 oriunda das células T CD4" ativadas e se diferenciariam em Tc
efetoras. Células T CD4" também ativariam M pela liberacdo de IFN-y. Estes tipos
celulares migrariam para as ilhotas e destruiriam as células . As principais substincias
envolvidas na destrui¢do das células § seriam mediadores soldveis tais como citocinas,
derivados reativos de oxigénio liberados pelos M ativados e também por granzimas e
perforinas liberadas por Tc (Yoon & Jun, 2005; Roep, 2003). Recentemente a
contribuicao das células Th;7 na patogénese do diabetes autoimune tem sido confirmada
(Emamaulle et al., 2009)

Como € sabido, o sistema imune dispde de vdrios mecanismos capazes de
controlar uma possivel hiperreatividade e também processos de autodestruicdo
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imunoldgica. Neste sentido, duas subpopulacdes celulares com funcdes
imunorreguladoras bem conhecidas, como é o caso das células Th, e T reguladoras,
podem estar envolvidas na regulacdo do diabetes autoimune. O conhecimento destas
complexas interacdes celulares tem permitido delinear estratégias de imunointervengao

tanto no sentido profildtico quanto terapéutico.

1.4 Modelos Experimentais

Entre os modelos mais utilizados para o estudo de diabetes tipo 1 se destaca o
nonobese diabetic mice (NOD). O NOD compartilha vérias das caracteristicas da
doenca com pacientes humanos. Por exemplo, as manifestacdes clinicas da doenca sdao
precedidas por inflamacao nas ilhotas pancredticas, ativacdo e expansdo de células T
autorreativas especificas para antigenos das ilhotas, participacdo de linfécitos T CD8*
nas lesOes e presenca de autoanticorpos contra 0 mesmo painel de autoantigenos (Yang
& Santamaria, 2006). Varios aspectos imunoldgicos associados com o desenvolvimento
de diabetes espontaneo no NOD sdo também descritos em modelo experimental murino
induzido por estreptozotocina (STZ) (Nicoletti et al., 2000).

A estreptozotocina (STZ) € uma substancia isolada do Streptomyces
achromogenes que possui tanto atividade antibidtica de largo espectro quanto
antineopldsica. E também um agente alquilante potente com capacidade de interferir no
transporte de glicose e na fung¢do da glicoquinase e também de causar varias quebras no
DNA (Rees & Alcolado, 2005). O diabetes pode ser induzido através da administracdo
de dose unica (concentragdo elevada) ou vdérias doses (baixa concentracdo) de STZ.
Doses elevadas de STZ (250mg/kg) sdo extremamente téxicas, pois esta substancia é
um agente alquilante que resulta em destruicdo das células B das ilhotas, induzindo um
quadro fulminante de diabetes (Wood et al.,1999). Alternativamente, utilizando um
esquema de multiplas doses (multiple low doses: MLD-STZ) a toxicidade aguda ndo é
observada, mas a autotolerancia aos antigenos das ilhotas € abolida. Isto resulta em
resposta imune humoral e celular para estes autoantigenos, especialmente para GAD635,
insulina e hsp60 (Herold et al., 1997). Neste esquema, vdrias doses pequenas (40mg/kg)
de STZ sao aplicadas durante 5 dias consecutivos (MLD-STZ) para desencadear um
quadro de diabetes autoimune similar ao humano (Castano et al., 1990).

A administracdo de STZ em cepas de camundongos susceptiveis induz um

quadro de diabetes que se assemelha a doenca desenvolvida pelo NOD e pelos pacientes
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humanos (Castano et al., 1990). MLD-STZ pode ser induzida em camundongos machos
com determinados backgrounds genéticos como é o caso do C57BL/6. Em
camundongos C57BL/6 a seguinte cinética de alteracoes tem sido caracterizada:
degranulagdo de células B que ocorre apds 2 ou 3 injecdes, insulite sem hiperglicemia
que se observa no 5° e 6° dias apds as inoculacdes e finalmente quadro tipico de
diabetes, incluindo hiperglicemia, glicosuria e politria que ocorre alguns dias apds. A
insulite induzida desta forma é caracterizada por necrose de células B com infiltragdo de
macréfagos e linfocitos (Lenzen, 2008). A inoculagdo de STZ, apesar de algumas

limitagdes e criticas, € considerada um bom modelo para o estudo do diabetes mellitus

(Like & Rossini, 1976).

1.5 Estratégias profilaticas especificas

A vacinagdo com antigenos proprios para promover tolerancia especifica para
autoantigenos (vacinag¢do negativa) seria, teoricamente, a forma mais segura e desejada
de evitar as patologias autoimunes. Estudos empregando roedores como modelo
experimental mostram que a autotolerancia pode ser induzida por diferentes estratégias
tais como: administragdo do autoantigeno por via tolerogénica (mucosa, por exemplo);
pelo bloqueio concomitante de moléculas co-estimulatérias ou por direcionamento do
autoantigeno para APCs em repouso. Além disto, mesmo j4 iniciada, a resposta
autoimune pode ainda ser diminuida ou bloqueada por indu¢do de apoptose, anergia ou
ativacao de células T reguladoras.

Virios relatos mostraram que antigenos das ilhotas (insulina, GAD65 e seus
derivados) administrados via mucosa (oral, nasal, aerossol) induziram protecdao
(Harrison, 2008). Esta protecdo esteve associada com mudangas no padrao de resposta
imune de Thl para Th2 (Ploix et al., 1998) e com geragdo de células T reguladoras
(Every et al., 2006).

Além da via mucosa, outras estratégias t€ém sido empregadas nos processos de
vacinagdo negativa tais como associacdo dos autoantigenos com Adjuvante Incompleto
de Freund (Hutchings & Cooke, 1998). Mais recentemente foi constatado que a
presenca de dexametasona pode restaurar a tolerancia imunoldgica por inducdo de

c€lulas T reguladoras (Unger et al., 2009).
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1.6 Racional cientifico deste projeto

O objetivo desta proposta foi avaliar o potencial profildtico de diferentes
estratégias vacinais no controle do diabetes experimental induzido por estreptozotocina.
Para isto testamos a administracdo de insulina em duas condi¢des: associada ao
Adjuvante Incompleto de Freund e na presenca de dexametasona. Uns poucos relatos
mostram que a associacdo de insulina com este adjuvante reduziu a expressao do
diabetes, mas os mecanismos envolvidos ndo foram elucidados, pois estes trabalhos sao
mais antigos. Por outro lado poderiamos pressupor que a administracdo de insulina
juntamente com dexametasona poderia induzir uma expansdo seletiva de células T

reguladoras, pois este fendmeno ja foi observado no modelo NOD (Kang et al., 2008).

Insulina (2 doses)

+ AIF
Insulina (1 dose) — Insulina + DEXA
+ AIF
2 N
STZ

& °
/] 1\
Peso I ‘ Cultura

coporal Glicemia Histopatologia de bago
do pancreas
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral
Objetivo geral: Avaliar o potencial profilatico de estratégias tolerogénicas
(antigeno-especificas) empregando insulina:
= [nsulina + AIF

= Insulina + dexametasona

2.2 Objetivos especificos

1. Awvaliar o efeito destes dois esquemas de imunizagdo na evolugdo clinica do

diabetes (peso e glicemia).

2. Avaliar o efeito destes esquemas de imunizacdo na intensidade do processo

inflamatério no pancreas.

3. Avaliar o efeito modulador destes protocolos na produgdo de citocinas pelo

baco.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos, adultos, com 4 - 6 semanas de
idade, provenientes do CEMIB - Centro Multidisciplinar para Investigagao Bioldgica
na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério - UNICAMP. Os animais foram
manuseados de acordo com os principios estabelecidos e aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacio Animal (protocolo n® 212/10-CEEA). Estes receberam racio
comercial Nuvilab CR-1 (NUVITAL, PR) e 4gua filtrada ad libitum. Foram
acondicionados em caixas de polipropileno com maravalha branca de pinho autoclavada
e mantidos no Biotério do Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de
Biociéncias da UNESP de Botucatu, sob condi¢des ambientais controladas (temperatura
22 + 2°C, umidade relativa 55 + 20%, ciclo de luz claro/escuro 12/12h). Os animais
foram submetidos a um periodo de 1 semana de aclimatagdo antes dos experimentos. Os

grupos experimentais foram constituidos de 5-6 animais.

3.2 Imunizacoes com insulina e Adjuvante Incompleto de Freund

A imunizac@o com a insulina (cadeia B da insulina bovina, Sigma) associada ao

AIF foi realizada através de dois protocolos cujas condi¢des sao informadas na tabela

abaixo:
Protocolo I Protocolo II
N° de doses 1 dose 2 doses
Concentracdo final de 1* dose: 600 pg/mL
500 pg/mL
insulina/animal 2 *dose: 1200 pg/mL
. Administragdo subcutanea
Administragdo subcutinea S
nas regides inguinais e
Via de administrag¢do na drea do pescogo ]
axilares e no dorso (50 uL
(200uL)
em cada lugar)
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3.3 Imunizacido com insulina e dexametasona

Os camundongos foram injetados 4 vezes (dias 1, 4, 7 e 10) com dexametasona
nas duas patas traseiras (8ug/pata). Na inje¢do do 7° dia, a cadeia B da insulina (20

ug/pata) foi coinjetada com dexa. Este regime foi repetido apds 15 dias.

3.4 Inducao de diabetes com estreptozotocina

Os camundongos foram tratados com 5 doses de estreptozotocina (0,1 mL) por
via intraperitoneal (dias 0-5) na concentracdo 40 mg/kg de peso corpdreo/dia. A
estreptozotocina foi preparada imediatamente antes das injecdes, em tampao citrato. O
tampao € composto de 0,1 mol/L de citrato trissédico e 0,1 mol/L de 4cido citrico; pH
4,5. A solucdo de STZ foi preparada imediatamente antes da inje¢do, coberta por papel
aluminio e mantida em temperatura -20°C para evitar degradacdo. Os animais foram

submetidos a jejum de 4-6 horas antes das inoculacdes.

3.5 Determinaciao da glicemia e peso corporeo

A progressao do diabetes foi determinada pelo nivel da glicose sanguinea
(Glicosimetro Prestige Smart System). Niveis sanguineos superiores a 200 mg/dl foram
considerados indicativos de diabetes. A glicemia foi avaliada semanalmente, no periodo
da manha, em gota de sangue obtido da regiao mandibular.

O peso corpdreo foi avaliado duas vezes por semana no periodo da manha.

3.6 Analise histopatoldgica do pancreas

O pancreas foi coletado apds eutandsia e fixado em tampao fosfato contendo
10% de formalina durante 48 horas e, em seguida, submetido ao processo de
desidratacdo em séries de etanol e xilol. O tecido foi incluido em blocos de Paraplast
Plus (McCormick) e, em seguida, foram realizados os cortes histolégicos com 5 um de

espessura com auxilio de um micrétomo (Leica, RM2245). As laminas foram coradas
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com Hematoxilina-Eosina (HE) e analisadas em microscépio 6ptico Nikon e as imagens
adquiridas por meio de camera digital acoplada ao microscépio.

Para a avaliacdo da intensidade do processo inflamatério, foram analisadas todas
as ilhotas da lamina e um sistema de “score” foi adotado para sua classificacao: Grau 0
(auséncia de infiltrado mononuclear), Grau 1 (infiltrado mononuclear pontual na
periferia da ilhota), Grau 2 (infiltrado mononuclear moderado, disperso no interior da
ilhota), Grau 3 (infiltrado mononuclear intenso e disperso no interior da ilhota, presenca

de células apoptoticas e perda de arquitetura normal das ilhotas).

3.7 Obtencao de sobrenadantes de culturas

Ap6s o sacrificio dos animais, os bagos foram retirados, divulsionados, as
suspensoes celulares lavadas com RPMI incompleto e o sedimento celular coletado
através de centrifugacdo a 1500 rpm durante 10 minutos a 4°C. O nimero de células foi
ajustado para 5x10° células/mL em meio RPMI contendo gentamicina e 10% de soro
bovino fetal. Em seguida, as células foram distribuidas em placas de 48 pocgos (1 mL) e
estimulados com Con A (10 pug/mL) ou insulina (10 pg/mL no 1° protocolo e 25 pg/mL
no 2° protocolo). Apds 48 horas de incubacdo a 37 °C em ambiente contendo 5% de
CO., os sobrenadantes foram coletados e estocados a -20° C para posterior dosagem de

citocinas.

3.8 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

3.8.1 Dosagem de citocinas em sobrenadantes de cultura

Placas de poliestireno (Nunc) de 96 pogos foram recobertas com 100 pg/poco de
solucdo contendo anticorpo de captura purificado anti-IFN-y, IL-5 e IL-10 de
camundongo, diluido em tampdo fosfato de sédio (pH 9.0) na proporcdo 1:250. As
placas foram incubadas a 4 °C, overnight. Apds cinco lavagens com solucdo PBS —
Tween 20 (0.05%), foram adicionados 200 pL/pogo da solugao de bloqueio, constituida
de PBS — Tween com 10% de soro bovino fetal (SBF), com incubacdo por 1 hora, a
temperatura ambiente. A curva padrdo das citocinas (diluidas na base dois em
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PBS/SBF10%) e as amostras foram adicionadas e as placas incubadas por 2h em
temperatura ambiente. Decorrido o tempo de incubagdo, as placas foram lavadas e
incubadas com os anticorpos anti-citocina biotinilados e posteriormente com a
estreptoavidina-peroxidase, ambos na propor¢cao 1:250 em tampao PBS/SBF10%
durante 1 hora, a temperatura ambiente. As placas foram lavadas e a reacdo revelada
com o substrato H;O, e o cromdgeno OPD® (ortho-phenilenodiamina) e interrompida
adicionando-se 4cido sulftdrico 2N. A leitura da absorbancia foi realizada em 492 nm em

leitor de ELISA.

3.9 Analise estatistica

Para as varidveis paramétricas, os valores obtidos foram apresentados em média
+ erro médio. A comparacgdo entre os grupos foi realizada pelo teste ANOVA e quando
necessario, o Teste de Tukey. Para as varidveis ndo paramétricas foi utilizado o teste de
Kruskall-Wallis. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

Os dados foram analisados pelo pacote estatistico SigmaStat for Windows

version 2.0 1995, Jandel Corporation, San Rafael, CA, USA.
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4. Protocolos experimentais e resultados
Para atingir os objetivos propostos anteriormente, utilizamos os protocolos
experimentais I e II esquematizados a seguir. Para facilitar a compreensao, os resultados

serdo sempre precedidos de seus respectivos protocolos.

4.1 Protocolo Experimental 1

Objetivo: Avaliar o potencial profildtico da estratégia tolerogénica empregando 1 dose
de insulina associada ao Adjuvante Incompleto de Freund (AIF)

Salina STZ AIF+STZ Insulina+AIF+STZ
n=6 n=6 n=6 n=6

Dia 0 Imunizagao
Dias Administracao

14-19 de STZ

Dia 40 Eutanasia

Glicemia* Peso corporal* Cultura Histopatologia
de bago do pancreas

*Glicemia e peso corpéreo dos animais foram determinados 1 e 2 vezes por semana,
respectivamente, apds a administracao da STZ.
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4.1.1 Resultados do Protocolo Experimental I

A. Avaliacio do peso corporal

A variacdo de peso dos animais entre os dias 0 (anterior ao periodo de inducao
do diabetes) e 20 (tempo decorrido apds a ultima dose de STZ) pode ser observada na
figura 1. Como pode se ver, ocorreu ganho de peso no grupo controle (normal), mas ndao
nos 3 grupos com diabetes, no decurso do experimento. A variacdo de peso corporal
observada entre o dia 0 e o 20° dia ¢ ilustrada na figura 2. Este grafico mostra que os
animais do grupo Controle apresentaram um ganho de cerca de 20% do peso corpéreo.
Os animais do grupo STZ apresentaram um ganho de cerca de 1%. Os do grupo
AIF+STZ apresentaram uma perda de cerca de 2% e o grupo Insulina+AIF+STZ
ganhou por volta de 2% do seu peso corporeo inicial. A variagdo do peso entre os 3
grupos diabéticos nao foi significativa, entretanto, estes grupos apresentaram ganho de

peso significativamente menor do que o grupo Controle.

Figura 1. Efeito da imunizacio prévia com insulina associada ao AIF na evolu¢do do
peso corporal de camundongos com diabetes. Camundongos C57BL/6 foram
imunizados com insulina associada ao Adjuvante Incompleto de Freud e posteriormente
submetidos a inducao do diabetes com STZ. Os valores mostrados representam a média

obtida de 5 animais por grupo.
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Figura 2. Variacao de peso corpéreo em camundongos C57BL/6 entre os dias 0 (antes

da inoculacdo de STZ) e 20 (depois da inoculacdo). * Representa diferenca estatistica

em relacdo ao grupo controle (p=0,009). Média + erro médio de 5 animais por grupo.

B. Avaliacao dos niveis glicémicos

A evolucdo da glicemia durante o periodo experimental apds a indug¢do do

diabetes € mostrada na figura 3. Como pode se observar, no 7° dia apds o ultimo dia de

indu¢do de diabetes, os animais dos grupos STZ e AIF+STZ ja apresentavam nivel

glicémico acima dos 200mg/dl, caracterizando um estado diabético. Neste mesmo

periodo, o nivel glicémico no grupo Insulina+AIF+STZ ja estava elevado, mas ainda

abaixo de 200mg/dl. A partir do 14° dia de avaliagdo, todos os grupos injetados com

STZ apresentaram glicemias semelhantes entre si. Como esperado, os niveis glicEmicos

estavam dentro da faixa normal nos animais do grupo Controle (normal).
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Figura 3. Efeito da imunizacdo com insulina associada ao Adjuvante Incompleto de
Freund (AIF) nos niveis glicémicos. Camundongos C57BL/6 foram imunizados com
insulina associada ao AIF. 14 dias depois, os animais foram injetados com 5 doses de
STZ. Os niveis glicemicos foram avaliados semanalmente com o Glicosimetro Prestige
Smart System e os valores acima de 200mg/dl foram considerados evidéncia de

diabetes. Os resultados representam a média de 5 animais por grupo.

C. Anailise histopatoldégica do pancreas

O resultado do inflitrado inflamatorio nas ilhotas pancredticas € mostrado na tabela
1. Como pode-se observar, o processo inflamatorio nos grupos AIF+STZ e
Insulina+AIF+STZ foi similar. Entretanto, estes dois grupos apresentaram duas
diferencas em relacdo ao grupo STZ. Nestes animais previamente imunizados, a
porcentagem de insulite grau 3 foi menor. Além disto, também observamos uma
pequena porcentagem de ilhotas intactas (grau 0), o que nio ocorreu no grupo STZ. Nao
foram observadas diferencas importantes entre os grupos AIF+STZ e
Insulina+AIF+STZ.

Os diferentes graus de insulite observados no modelo experimental utilizado estdo

ilustrados na figura 5.
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Tabela 1. Efeito da imunizacdo prévia com insulina associada ao AIF na gravidade da
insulite induzida por STZ em camundongos C57BL/6.
Grau 0 (%) Graul (%) Grau 2 (%) Grau 3 (%)

STZ 0 15,2 49,3 35,5
AIF+STZ 9,6 32,3 41,9 16,2
INS + AIF + STZ 4,1 19,5 62,8 13,6

Figura 4. Diferentes graus de insulite nas ilhotas pancredticas de camundongos C57BL/6
inoculados com STZ. Ilhota grau 0 em animais controle (a), ilhota grau 1 (b), grau 2 (b) e

grau 3(d). Alteracdes detectadas 21 dias apds a ultima dose de STZ. Aumento de 40x.
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D. Avaliacao da producio de citocinas

A resposta imune celular foi avaliada através das dosagens de IFN-vy, IL-5 e IL-10
em culturas de células esplénicas estimuladas com insulina e Con A. Os valores
encontrados nas culturas ndo estimuladas, ou seja, adicionadas s6 com meio de cultura,
estavam abaixo dos niveis de detec¢do e ndo foram, por esta razdo, incluidos nos
graficos apresentados.

Em relac@o a produgao IFN-v, foi possivel detectd-lo em sobrenadantes de células
esplénicas tanto de animais imunizados quanto de animais normais estimuladas com
Con A (figura 5), porém sem diferenca estatistica entre os grupos. Nao detectamos
producdo de IFN-y nas culturas de células esplénicas estimuladas com insulina (dados

ndo mostrados).

14.000 -
12.000 l

10.000 - l T
8.000 -

6.000 -

IFN-y (pg/mL)

4.000 -

2.000 ~

Controle STZ AIF + STZ Ins + AIF + STZ

Figura 5. Producdo de IFN-y por células esplénicas de camundongos C57BL/6
imunizados com insulina antes da indugdo do diabetes por STZ. Resultados referentes
as culturas estimuladas in vitro com Con A. Os resultados representam a média + erro

médio de 5 animais por grupo.

IL-5 foi detectada em culturas de células esplénicas estimuladas com Con A
(figura 6). Nao foi detectada diferenca estatistica entre os grupos, mas os valores
sugerem que ocorreu uma queda na producdo de IL-5 no grupo STZ e uma recuperacao
dos niveis de IL-5 no grupo Insulina+AIF+STZ. Em relacdo ao estimulo com insulina,

nao detectamos a producao desta citocina.
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Figura 6. Produgcdo de IL-5 por células esplénicas de camundongos C57BL/6
imunizados com insulina antes da inducdo do diabetes por STZ. Resultados referentes
as culturas estimuladas in vitro com Con A. Os resultados representam a média + erro

médio de 5 animais por grupo.

Nas culturas de células esplénicas re-estimuladas in vitro com insulina, observamos
que os niveis de IL-10 estavam significativamente mais elevados nos grupos AIF+STZ
e Insulina+AIF+STZ. Apesar de ndo existir diferenca estatistica entre os niveis desta
citocina nos grupos AIF+STZ e Insulina+AIF+STZ, a produ¢do média desta citocina foi
mais elevada no grupo imunizado com insulina (Figura 7a).

A producio de IL-10 nas culturas esplénicas estimuladas com Con A foi similar nos

quatro grupos (figura7b).
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Figura 7. Producdo de IL-10 por células esplénicas de camundongos C57BL/6
imunizados com insulina antes da inducdo do diabetes por STZ. Resultados referentes
as culturas estimuladas in vitro com insulina (a) e Con A (b). *Representa diferenca
estatistica em relacdo aos grupos controle e STZ (p<0,05). Os resultados representam a

média + erro médio de 5 animais por grupo.
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4.2 Protocolo Experimental 11

Objetivo: Avaliar o potencial de duas estratégias tolerogé€nicas: 1) 2 doses de
insulina+AIF e 2) Insulina associada com a dexametasona.

Salina STZ AIF+STZ Insulina + Insulina+
n=6 n=6 n=6 AIF+STZ Dexa+STZ
n=6 n=6

1* Imunizagdo  ~\

Dias1.4.7 e 10 ; com
exametasona
RAmEtas Dias 15 e 30
l > Imunizagdes com:
AlF e
. Insulina + AIF
2* Imunizagao
Dias 24. 27.30. 33 com
dexametasona -/
Dias Administragido
40-44 de STZ
Dia 65 Eutandsia
Peso corporal* Glicemia* Histopatologia Cultura
do pancreas de baco

*Glicemia e peso corpéreo dos animais foram determinados 1 e 2 vezes por semana,
respectivamente, apds a administracao da STZ.
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4.2.1 Resultados do Protocolo Experimental II

A. Avaliacio do peso corporal

A variacdo de peso dos animais entre os dias O (anterior ao periodo de inducao do
diabetes) e 20 (tempo decorrido apds a ultima dose de STZ) pode ser observada na
figura 8. Ocorreu ganho de peso no grupo controle, mas ndo nos grupos injetados com
STZ. A variagdo de peso constatada entre o dia 0 e o 20° dia é mostrada na figura 9.
Neste caso, os animais do grupo Controle apresentaram um ganho de cerca de 12% do
peso corpdreo; ja os animais do grupo STZ apresentaram perda de cerca de 4%. Os do
grupo AIF+STZ apresentaram uma perda de cerca de 2% e o grupo Insulina+AIF+STZ
perdeu por volta de 4% do seu peso corporeo inicial, enquanto o grupo
Insulina+dexa+STZ ganhou aproximadamente 2%. A variacdo de peso entre os quatro
grupos diabéticos ndo foi significativa, entretanto, os grupos STZ e Insulina+AIF+STZ

apresentaram perdas significativas em rela¢do ao grupo Controle.

Figura 8. Efeito da imunizacdo prévia com insulina no peso corporal de camundongos
com diabetes. Camundongos C57BL/6 foram imunizados com insulina+AIF ou com
insulina associada a dexametasona e posteriormente submetidos a indu¢do do diabetes

com STZ. Os valores mostrados representam a média obtida de 6 animais por grupo.
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Figura 9. Variacdo de peso corpéreo em camundongos C57BL/6 entre os dias O (antes da
inoculacdo de STZ) e 20 (depois da inoculacdo). * Representa diferenga estatistica em

relag@o ao grupo controle (p<0,05). Média de 6 animais por grupo.

B. Avaliacao dos niveis glicémicos

A evolucdo da glicemia durante o periodo experimental apés a indugdo do
diabetes é mostrada na figura 10. Como pode se observar, no 12° dia apds o dltimo dia
de inducdo de diabetes, todos os grupo tratados com STZ apresentavam nivel glicémico
acima de 200mg/dl, caracterizando um estado diabético, porém os animais do grupo
Insulina+dexa+STZ estavam com a glicemia um pouco menos acentuada. Todos os
grupos apresentaram glicemia similar no 21° dia. Como esperado, os niveis glicémicos

estavam dentro da faixa normal nos animais do grupo Controle (normal).
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Figura 10. Efeito da imunizacdo com insulina nos niveis glicémicos. Os niveis

glicémicos foram avaliados semanalmente com o Glicosimetro Prestige Smart System e

os valores acima de 200mg/dl foram considerados evidéncia de diabetes. Resultados

representam a média de 6 animais por grupo.

C. Anailise histopatoldgica do pancreas

A andlise comparativa do processo inflamatério nas ilhotas pancredticas dos

animais diabéticos ndo indicou protecdo nos grupos imunizados com insulina associada

ao AIF ou a dexametasona. Em todos os grupos visualizamos os graus 1, 2 e 3 de

infiltracdo e a andlise estatistica ndo revelou diferencgas significativas entre os grupos.

Estes resultados podem ser observados na tabela 2.

Tabela 2. Efeito da imunizacdo com insulina associada ao AIF ou a dexametasona no

grau de comprometimento das ilhotas em camundongos C57BL/6 inoculados com STZ.

Grau 0 (%) Grau 1l (%) Grau 2 (%) Grau 3 (%)
STZ 1,1 27,54 56,60 14,76
AIF+STZ 2,63 41,94 40,25 15,18
INS + AIF + STZ 7,71 33,19 45,35 13,75
INS + Dexa + STZ 0 33,37 46,45 20,18

29



Protocolo Experimental 11

D. Avaliacido da producio de citocinas
A resposta imune celular foi avaliada através das dosagens de IFN-y, IL-5 e IL-
10 em culturas de células esplénicas estimuladas com insulina e Con A.

Niveis elevados de IFN-y foram detectados nas culturas esplénicas estimuladas

tanto com insulina quanto com Con A, mas ndo ocorreu diferenga estatistica entre os

ii il

grupos.
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Figura 11. Producdo de IFN-y por células esplénicas de camundongos C57BL/6
imunizados com insulina antes da inducao do diabetes por STZ. Resultados referentes as
culturas estimuladas in vitro com insulina (a) e Con A (b). Os resultados representam a

média + erro médio de 6 animais por grupo.
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Os niveis de IL-5 foram similarmente elevados nas culturas estimuladas com Con A
(figura 12). Nas culturas estimuladas com insulina ndo detectamos a presenca desta

citocina (dados nao mostrados).

140 -

120 -

1.1
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N
o
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[
o
1

Figura 12. Producdo de IL-5 por células esplénicas de camundongos C57BL/6
imunizados com insulina antes da indu¢do do diabetes por STZ. Resultados referentes
as culturas estimuladas in vitro com Con A. Os resultados representam a média + erro

médio de 6 animais por grupo.

Quanto a IL-10, detectamos sua produgdo tanto em células esplénicas estimuladas
in vitro com insulina (figura 13a) como com Con A (figura 13b), entretanto, ndo

ocorreu diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 13. Producdo de IL-10 por células esplénicas de camundongos C57BL/6
imunizados com insulina antes da indu¢do do diabetes por STZ. Resultados referentes
as culturas estimuladas in vitro com insulina (a) e Con A (b). Os resultados representam

a média + erro médio de 6 animais por grupo.
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5. Discussao

O diabetes mellitus tipo 1 € a forma de diabetes que resulta da destrui¢cdo autoimune
das células B pancredticas e que causa consequentemente queda acentuada da produgao
de insulina. A baixa producdo de insulina resulta em nivel aumentado de glicose no
sangue e na urina. O Unico tratamento disponivel para a DM1 é a administracdo de
insulina.

O processo de destrui¢do das células B tem sido associado com ativagdo de células
B, Thl, Tc e macréfagos (Thayer et al., 2010) especificas para os antigenos das ilhotas,
tais como insulina, GAD65 e IA-2 (Nicholas et al.,2011). Neste contexto, existe um
grande interesse por estratégias imunomoduladoras especificas capazes de impedir o
surgimento ou a evolugdo deste tipo de patologia autoimune.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial profilatico de duas estratégias
vacinais baseadas na imunizagdo com insulina em condi¢des tolerogénicas. Como
condicdes tolerizantes utilizamos a adi¢do de Adjuvante Incompleto de Freund (AIF) e
de dexametasona (dexa). Como modelo experimental empregamos o diabetes induzido
por estreptozotocina (STZ) em camundongos C57BL/6, que tem sido descrito como um
modelo que envolve uma resposta autoimune (Lenzen, 2008).Teoricamente, nestas
condic¢des de tolerizacdo especifica, ocorreria uma protecao pelo menos parcial, pois a
insulina é um dos antigenos-alvo neste processo autoimune.

Para realizar esta avalia¢do, os animais foram imunizados com a cadeia B da
insulina associada ao AIF ou a dexametasona e posteriormente submetidos a inducdo de
diabetes com doses multiplas e baixas de STZ. A avaliacdo do efeito protetor foi
realizada em diferentes periodos apds a inducdo do diabetes, dependendo do parametro
em andlise: glicemia e peso corporal foram determinadas semanalmente e histopatologia
pancredtica e produgdo de citocinas por células esplénicas foram realizadas no final da
avaliacdo (21 dias ap0s a ultima inje¢do de STZ).

Inicialmente os animais foram imunizados com insulina associada ao Adjuvante
Incompleto de Freund (AIF) e depois submetidos a inducdo do diabetes. Este
procedimento nao impediu o aumento da glicemia e os animais ndo ganharam peso.
Entretanto, esta imunizacao prévia com insulina associada ao AIF determinou alteracdes
imunoldgicas interessantes na produg¢do de citocina caracterizada por produgdo
aumentada de IL-5 e IL-10 por células esplénicas. Este aumento nos niveis de IL-5 foi

detectado s6 em culturas estimuladas com Con A enquanto que o aumento de IL-10 foi
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detectado sé nas culturas estimuladas com insulina. Este efeito imunomodulador nas
citocinas foi acompanhado de insulite mais discreta, caracterizada pela presenca de
ilhotas sem infiltracdo (grau 0) e menor percentual de ilhotas com grau 3.

E importante, entretanto, ressaltar que tanto o efeito imunorregulador quanto o anti-
inflamatério também foram observados no grupo controle injetado s6 com AIF. Nao
fizemos uma andlise quantitativa entre os grupos Ins+AIF+STZ e AIF+STZ que
permitisse uma comparacdo entre esses dois grupos. Porém, os resultados observados
sugerem que a associacdo com a insulina determina aumento na atividade protetora do
AIF, indicando um possivel efeito aditivo. Estes resultados sdo coerentes com os dados
da literatura que indicam que o AIF é amplamente utilizado em combinacdo com
peptideos e proteinas para induzir tolerancia. Contudo, esporadicamente tem sido
descrito que o proprio AIF possui propriedades inibidoras como foi relatado em artrite
induzida por adjuvante, em diabetes espontaneo e também em encefalite experimental
(Zamora et al., 2002)

Este efeito imunomodulador e anti-insulite da imuniza¢do com insulina associada
ao AIF nao tem sido estudado no modelo de diabetes por STZ. No entanto, resultados
similares e significativos, foram descritos em camundongos NOD, imunizados com
insulina associada a este adjuvante. Muir et al., 1995, demonstraram que a imunizagao
com insulina ou com a cadeia B, que é metabolicamente inativa, associada ao Adjuvante
Incompleto de Freund, preveniu o diabetes em camundongos NOD. Os autores
comprovaram que esta protecdo era mediada por um mecanismo especifico envolvendo
a cadeia B, uma vez que a inoculagdo da cadeia A ou de BSA ndo teve efeito protetor. O
efeito protetor esteve associado com baixa producdo de IFN-y nas lesdes presentes nas
ilhotas. Como ndo realizamos este tipo de avaliacdo in sifu, ndo podemos fazer uma
andlise comparativa direta com este trabalho. Apesar disso, de forma similar,
constatamos que a imunizacdo com insulina associada ao AIF também determinou um
efeito imunorregulador pelo estimulo especifico. A menor gravidade do processo
inflamatério nos animais previamente imunizados com insulina+AIF ou somente
inoculados com AIF pode ter sido determinado pela migracdo de células produtoras de
IL-10 para as ilhotas. Seguindo este mesmo tipo de estratégia, Ramiya et al., 1997
demonstraram que GADG65, diferentemente da insulina, associado ao AIF nio protegeu
contra o diabetes espontineo no NOD, sugerindo desta forma que a escolha do

autoantigeno envolvido € de importancia fundamental nestas estratégias tolerogénicas.
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Discussdo

Virios ensaios clinicos t€ém sido baseados no uso de insulina como autoantigeno
tolerizante, pois este € o autoantigeno iniciador do diabetes no modelo NOD e também
o principal autoantigeno no homem. Estes ensaios de fase I confirmaram as informacdes
obtidas nos modelos animais de que a cadeia B associada ao AIF € segura e pode
induzir células T reguladoras (Tregs) especificas até dois anos depois da vacinacdo (Van
Belle et al., 2011). Um achado muito interessante foi recentemente descrito por Orban et
al., 2010. Estes autores constataram a presenca de Tregs especificas para insulina em
pacientes imunizados com a cadeia B associada ao AIF.

Em funcdo destes resultados hipotetizamos que uma tolerizacdo mais acentuada,
com 2 doses de insulina, poderia ser mais eficaz. Para testar esta possibilidade
imunizamos os animais com duas doses (75 pg e 150 pg) de insulina associadas ao AIF.
Entretanto, diferentemente do previsto, estes efeitos modulador e protetor foram
perdidos quando as doses de insulina foram aumentados. A explicacdo mais imediata
para esta perda do efeito protetor € que a protecdo observada foi dependente da dose. Os
achados de Ishikawa et al., 2007, suportam, pelo menos parcialmente, esta
possibilidade. Estes autores constataram que a administracdo oral de autoanticorpo
monoclonal anti-CD3 suprimiu a incidéncia de diabetes induzida por STZ em
camundongos AKR. Este efeito foi claramente dependente de dose, sendo a dose mais
baixa (50ug) bem mais eficaz do que a dose de 250ug. Este tipo de achado € relevante
pois indica que as estratégias imunorreguladoras visando o controle de processos
autimunes sao dependentes de dose.

Na ultima etapa deste trabalho avaliamos o possivel efeito protetor da imunizacdo
prévia com insulina associada a dexametasona. A sustentacao cientifica desta proposta é
bastante convincente, pois existem vdrias evidéncias de que este agente
imunossupressor pode atuar como um adjuvante tolerogénico quando associado ao
autoantigeno. Este efeito tolerizante ocorreria principalmente através da modulacdo de
células dendriticas e de um efeito amplificador na subpopulacdo de Tregs (Van Kooten
et al., 2009).

Apesar deste forte embasamento cientifico, o procedimento realizado neste projeto
ndo resultou em protecdo evidente contra o diabetes. Nossos resultados também sdo
discordantes quando comparados com os obtidos no modelo NOD. Kang et al., 2008
comprovaram que a imunizacdo de camundongos NOD com peptideo derivado da
cadeia B da insulina (B:9-23) preveniu o aparecimento da hiperglicemia. Os autores

também observaram o aparecimento de Tregs antigeno especificas nestes animais.
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Discussdo

E possivel que esta ndo protecdo esteja relacionada com o protocolo de imunizacio
adotado ou, alternativamente, com as caracteristicas do modelo de diabetes induzido por
STZ.

Tomadas em conjunto, os dados obtidos indicam que o protocolo de imunizacdo
utilizando uma dose de insulina associada ao AIF apresentou potecial imunorregulador
mais acentuado. Entretanto, este efeito parece ser, em grande parte, mediado pelo

proprio AIF.
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