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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) em longo prazo pode levar a diversos problemas entre eles
a insuficiéncia renal, cegueira, alteragdes vasculares e neurolégicas. Entre as teorias
que explicam como a hiperglicemia crénica conduz aos danos celulares e teciduais
responsaveis pelas complicacées observadas no DM, a formacao dos produtos finais
de glicagdo avangada (AGEs) € considerada uma das mais importantes. Sabe-se
também que nas doencas cardiovasculares, uma das principais complicagdes do
diabetes, ocorre um aumento das quinureninas, produtos de oxidagao do triptofano,
numa reagao catalisada pela enzima Indolamina 2,3 dioxigenase (IDO). Neste
trabalho avaliamos a influéncia dos AGEs sobre a modulagdo da enzima IDO no
estado diabético e seu impacto nos principais marcadores de risco cardiaco. Foi
utilizado um modelo experimental de diabates induzido pela injecao i.p. de aloxano
em ratos Wistar que foram divididos em 6 grupos (n=8 por grupo): Diabético Ativado
(DA), Diabético Nao Ativado (DNA), Diabético Ativado tratado com aminoguanidina
(DAAG), Diabético Nao Ativado tratado com AG (DNAAG), Controle Ativado (CA) e
Controle Nao Ativado (CNA). A aminoguanidina (AG) € um conhecido inibidor da
formacao de AGEs e foi administrada por gavagem por 50 dias apds a instalagéo do
DM. A formacgédo de quinureninas reflete a atividade de IDO e foi medida em
macrofagos peritoneais e homogenato de cérebro, por HPLC. A expressao de IDO
foi avaliada por Dot blot, imunofluorescéncia e imunocitoquimica. Os principais
marcadores de risco cardiaco (colesterol total e suas fracbes e PCR-US) foram
determinados através de kits comerciais. Além disso, foi avaliado também o perfil
glicémico e renal destes animais, uma vez que os AGEs sado nefrotdéxicos. Como
esperado, no estado diabético houve um aumento de 2,9 vezes na formagao dos
AGEs, em relagao aos animais controle e a aminoguanidina inibiu cerca de 35% da
formacao destes produtos. Observamos um aumento na atividade e expressao de
IDO em macréfagos e homogenato de cérebro de ratos diabéticos em relagdo ao
controle. O aumento visto em macréfagos foi mais evidente quando estas células
foram ativadas pelo LPS, mimetizando uma situacdo de infeccdo. Este aumento
ocorreu de forma independente da concentracao dos AGEs, uma vez que nao houve
diferengca entre os grupos tratatos e nao tratados pela AG. Da mesma forma
observada para a modulagao da IDO, o tratamento com a AG nao alterou os perfis
glicémico, lipidico e renal no nosso modelo experimental. Nossos resultados
demonstram que o estado hiperglicémico eleva os niveis de IDO. Estes achados
sugerem que IDO pode vir a se tornar um marcador da morbidade do diabetes e
potencial alvo em novas estratégias terapéuticas para o DM.

Palavras chave: Diabetes Mellitus. Produtos Finais de Glicagcdo Avancgada.
Indolamina-Pirrol 2,3 dioxigenase.



ABSTRACT

The diabetes mellitus (DM) is a chronic disease that is known to cause several long-
term complications such as renal insufficiency, blindness, vascular and neurological
changes. There are some theories trying to explain how chronic hyperglycemia may
lead to cellular and tissue impairments and the Advanced Glycation End-Products
(AGE) theory is one of the most important. Cardiovascular disease is one of the
diabetes mellitus long-term complications and in this case it was observed an
increased serum concentration of kynurenine, an indoleamine 2, 3 dioxygenase
(IDO) catalyzed tryptophan oxidation product. In this study we evaluated the IDO
modulation by AGEs in diabetic rats and the impact of this modulation in cardiac risk
markers. For diabetes model, Wistar rats were treated with intraperinoeal (i.p.)
injection of aloxane. It was evaluated 6 different groups (n=8): Activated diabetic
(DA), Non Activated diabetic (DNA), Activated diabetic treated with aminoguanidine
(DAAG), Non activated diabetic treated with aminoguanidine (DNAAG), Activated
control (CA) and Non activated control (CAN). Aminoguanidine (AG) is a known
AGEs formation inhibitor and it was administrated by gavage during 50 days after the
DM was installed. Kynurenine formation is a measure of IDO acitivity and it was
evaluated, by HPLC, in peritoneal macrophages and brain homogenates. The IDO
protein expression was analyzed by Dot Blot, Immunofluorescence and
immunocytochemistry. The main cardiac risk markers (total cholesterol and fractions
and PCR-US) were determined by commercial kits. The glycemic and renal profile
were also evaluated since AGEs are known to be nephrotoxic. As expected, we
observed an increase in AGEs by 2,9 times when compared with the control and the
aminoguanidine compound inhibited 35% of tthese products. There was an increase
in the IDO expression and activity in macrophages and brain homogenates in
diabetic rats when compared with control. This rise was more evident when the
animals were treated with LPS, mimicking an infection. The difference of IDO activity
and expression was not due to the AGEs concentration since we did not observe
difference between the AG treated and non-treated groups. The same way observed
by IDO modulation, the AG treatment did not alter the glycemic, lipidic and renal
profiles in this experimental model. These results showed that the hyperglycemic
state increase IDO levels. These findings suggest that IDO might be a morbid
diabetes marker and a potential target of new therapeutic strategies of DM.

Key wods: Diabetes Mellitus. Advanced Glycation End Products. Indoleamine-pirrol
2,3 dioxygenase.
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1 INTRODUGAO

O diabetes mellitus é atualmente um problema importante de saude publica
mundial, devido a sua morbidade e ao alto indice de mortalidade causada
principalmente por complicagcbes em longo prazo como a insuficiéncia renal,
doengas cardiovasculares e disturbios neurolégicos. Em 2007 havia
aproximadamente 246 milhdes de individuos com diabetes e o numero tende a
aumentar, podendo chegar a 370 milhdes em 2030 '. A incidéncia e a prevaléncia
do diabetes aumentam a cada ano em todo o mundo, especialmente nos paises em
desenvolvimento. No Brasil o DM afeta aproximadamente 7,6% da populacéo entre
30 e 69 anos 2.

A hiperglicemia persistente, caracteristica da doenga pode levar a glicagao de
proteinas e a auto-oxidagao da glicose que tem como consequéncia o aumento na
geragdo de espécies reativas de oxigénio, formacdo de produtos de glicagcéo
avangada, também chamados AGEs (do inglés, Advanced Glycated End-Products),
entre outros °.

Uma das principais causas de mortalidade em pacientes diabéticos deve-se
aos problemas cardiovasculares * °. Ja foi demonstrado anteriormente um aumento
na sintese de quinurenina a partir do triptofano numa reacgao catalizada pela enzima
indolamina 2,3 dioxigenase (IDO) na doenga cardiovascular 2. Dados da literatura
mostram também o envolvimento da enzima IDO na resposta imune em doengas
cardiacas ® '°. Num outro trabalho, foi sugerido que uma baixa expressdo da
atividade de IDO em células dendriticas, parece desempenhar um importante papel

no desenvolvimento do diabetes .

Desta forma, este trabalho foi proposto para verificar o efeito do estado
diabético e dos AGEs sobre a enzima IDO, pelo papel ambiguo que esta enzima
parece desempenhar no DM e nas complicacbes decorrentes desta doenca. A
revisdo da literatura que se segue apresenta os principais topicos que auxiliam a

compreensao do nosso trabalho.
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1.1 DIABETES MELLITUS

O Diabetes Mellitus (DM) é definido como uma sindrome de hiperglicemia
cronica resultante da falta de produgao de insulina e/ou de resisténcia a acao deste
horménio. A classificacdo do DM inclui: diabetes mellitus tipo 1 (insulino-
dependente), diabetes mellitus tipo 2 (ndo-insulino-dependente), diabetes mellitus
gestacional, diabetes mellitus associado a outras doengas ou secundario entre
outros 2.

O DM tipo 1, comumente encontrado em criangas e adolescentes, tem origem
auto-imune. Variagdes desta categoria tém sido propostas mais recentemente.
Dentre elas o diabetes auto-imune latente (LADA) cujos pacientes desenvolvem o
DM tipo 1 de uma forma nao classica, a partir dos 20 anos de idade, constituindo
significativa fragéo dos diabéticos adultos. O diabetes Tipo 1 (DM1) é forma presente
em 5%-10% dos casos .

O diabetes tipo 2 (DM2), ocorre em 90-95% dos pacientes com diabetes.
Observa-se nestes casos uma predominancia de resisténcia insulinica que pode
estar associada tanto a uma deficiéncia relativa na producdo de insulina pelas
células B-pancreaticas, quanto a defeitos na secregdo de insulina '2.

Embora a etiologia especifica da DM2 nado seja totalmente conhecida, sabe-
se que ndo ocorre a destruicdo auto-imune das células [B-pancreaticas e que
geralmente se associa a uma forte predisposi¢cao genética, cujos fatores ainda nao
estdo totalmente esclarecidos. No entanto, fatores ambientais também s&o
importantes. A maioria dos pacientes com essa forma de DM apresenta sobrepeso
ou obesidade, e cetoacidose raramente desenvolve-se espontaneamente, ocorrendo
apenas quando associada a infecgdes. O DM2 pode ocorrer em qualquer idade, mas
é geralmente diagnosticado ap6s os 40 anos .

O DM gestacional é causado pela diminuigdo da tolerancia a glicose, de
magnitude variavel, diagnosticada pela primeira vez na gestacdo, podendo ou nao
persistir apds o parto > 1.

O diabetes associado a outras doencas abrange variadas formas de DM,
decorrentes de pré-disposigdo genética associada com doengas como pancreatite,

hipertireoidismo ou devido ao uso de farmacos diabetogénicos. A toxicidade das
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drogas diabetogénicas como, por exemplo, o aloxano, decorre de sua agéo
degenerativa sobre as células B-pancreaticas 4,

No diabetes ocorrem alteragdes fisiologicas que diminuem a capacidade
imunoldgica e a resposta inflamatéria dos pacientes, aumentando a susceptibilidade
as infecgdes '°. O grau de controle glicémico esta envolvido na patogénese dessas
alteragdes. Ocorrem disfungdes nos leucdécitos como anormalidades na aderéncia,
quimiotaxia, fagocitose e destruicao intracelular. Ha diminuicao, também, da ativacao
espontanea e da resposta neutrofilica, se comparadas aos individuos nao diabéticos
', Simultaneamente, uma queda na resposta desses polimorfonucleares (PMN) a
estimulos diversos pode ser responsavel pela elevada incidéncia de infecgao
bacteriana em diabéticos "’.

Existem teorias de que a hiperglicemia ou a presenga dos produtos finais da
glicagdo levam a um estado de persistente ativacdo dos PMN, o que induz a
ativagdo esponténea de cadeia oxidativa e liberagdo de mieloperoxidase, elastase e
outros componentes dos granulos neutrofilicos, podendo tornar os PMN menos
responsivos quando estimulados por patdégenos, podendo ainda, iniciar um processo
patolégico, levando a injuria vascular. Alguns estudos tém demonstrado que a
fagocitose pelos polimorfonucleares ocorre em niveis similares em individuos
diabéticos e nao diabéticos, porém de acordo com Wilson e Reeves, 1986, a
capacidade de killing de Escherichia coli e Candida albicans é prejudicada pelo DM
'8 Ha ainda estudos que afirmam que o grupo diabético é caracterizado por um
dano significativo de capacidade fagocitica quando comparado com nao diabéticos
19.

O aumento da expressao das moléculas de adesao nos polimorfonucleares é
importante na patogénese da aterosclerose, uma das mais importantes
complicagbes do diabetes e principais causas de morbidez e mortalidade nestes
pacientes * °. Sabe-se que adultos com diabetes tém taxas de doencas do coracéo
levando & morte cerca de 2 a 4 vezes maiores do que os adultos sem diabetes %°. A
hiperglicemia tanto aguda quanto crénica é responsavel pelo surgimento de micro e
macroangiopatias e a piora do controle glicémico leva a inflamagéo e ruptura das

21, 22

placas ateromatosas Além destas alteragdes o diabetes pode provocar

complicacdes como a insuficiéncia renal, a cegueira e distirbios neurolégicos 2> .

O controle da hiperglicemia pode reduzir o surgimento e progressao de retinopatias,

nefropatias e neuropatias %> %°.
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1.2 PRODUTOS FINAIS DE GLICAGAO AVANCADA (AGES)

Os produtos finais de glicagdo avangada constituem uma variedade de
substancias formadas a partir de interagbes entre agucares redutores ou lipideos
oxidados e proteinas, aminofosfolipideos ou acidos nucléicos.

Trabalhos anteriores demonstraram que os AGEs (do inglés, Advanced
Glycated End Products) desempenham um importante papel no desenvolvimento
das complicagdes do DM 3.

Neste processo, a molécula de glicose pode ligar-se a estrutura de proteinas,
através de uma reagao ndo enzimatica denominada reagao de Maillard ou glicagéo.
Esta reacdo divide-se em trés estagios: inicial, intermediario e final %’.

No estagio inicial a glicose ou outros agucares redutores (frutose, pentose,
galactose, manose, ascorbato e xilose) reagem com radicais amina presentes em
varias moléculas como proteinas, acidos nucléicos e lipidios formando uma base de
Schiff, instavel. Esta por sua vez, passa por um rearranjo gerando uma cetoamina
estavel, conhecida como “Produto de Amadori” ?’. As principais varidveis que
regulam a formacgao destes compostos sdo as concentragdes de glicose, a meia vida
da proteina, sua reatividade em termos de grupamentos amina livres e a
permeabilidade celular a glicose. Estes produtos possuem grupos carbonilas reativos
e através de ligagdes irreversiveis podem acumular-se em proteinas de meia vida
curta e longa. A hemoglobina glicada e as frutosaminas sdo conhecidos exemplos
de “Produtos de Amadori” ?" %8,

No estagio intermediario, os produtos de Amadori passam por reagdes de
oxidacdo e desidratagao levando a formacdo de compostos contendo dicarbonilas
como glioxal, metil glioxal e 3-deoxiglicosonas. Estes compostos sao mais reativos
que seus precursores e atuam propagando reagdes com grupos amina livres de
proteinas. Em particular o metil glioxal, um alfa-oxaldeido, que é um dos compostos
mais importantes in vivo tanto por sua alta reatividade como pela elevada
concentracdo plasmatica 2°.

No estagio final estes propagadores podem interagir com grupamentos amina
e através de reacbes de oxidacdo, desidratacdo e ciclizagdo, formar compostos
fluorescentes, insoluveis e irreversiveis, denominados produtos finais de glicagéao

avancada, os AGEs, que se acumulam nas proteinas e levam a lesdes tissulares %’.
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Outro mecanismo pelo qual os AGEs podem ser formados tem sido relatado
na literatura. Este envolve auto-oxidagao de agucares livres na presenga de oxigénio
e metais livres, levando a formacdo de compostos carbonila mais reativos, que
interagem com proteinas e formam cetoaminas altamente reativas 3,

Os AGEs mais representativos sdo: NS-carboximetil-lisina (CML), de maior
concentragdo no soro, Né-carboxietil-lisina (CEL), pirralina, dimero de lisina derivado
do glioxal (GOLD), dimero de lisina derivado do metil glioxal (MOLD), dimero de
lisina derivado da 3-deoxiglucosona (DOLD), 1-alquil-2-formil-3,4-diglicosil pirrol
(AFGP) e FFI (2-(2-fluoril)-4,5-furanil-1-H-imidazol) e os fluoréfos pentosidina e arg-
piridina %34,

Diversos estudos tém utilizado a mensuragéo de produtos de glicagado no soro
ou nos tecidos de diabéticos para avaliar o risco de progressdo da doencga. Os dois
parametros mais utilizados sao a avaliagdo da hemoglobina glicada (HbA1c) e das
proteinas glicadas do soro ou frutosaminas #’. A avaliagdo do controle metabdlico
no diabetes mellitus pode ser realizada estimando-se a extensdo da exposi¢cao do
organismo a glicose, através da determinagédo dos produtos iniciais de glicagdo. Os
produtos intermediarios de glicacdo que podem ser estimados no laboratério sédo
glioxal, metil glioxal e deoxiglicosanos. Estudos demonstraram um aumento na
concentracao de metil glioxal nos rins, olhos e plasma de animais diabéticos quando
comparados aos animais saudaveis. Este aumento ocorre de forma proporcional aos
niveis glicémicos ’.

A formacao dos AGEs através da hiperglicemia crénica contribui para
complicagbes do diabetes. Eles parecem exercer importante papel na patogénese
da cardiomiopatia. O aumento da formagao de AGEs, associados ao colageno, gera
rigidez miocardica seguida de fibrose ja que modificam a estrutura das proteinas,
principalmente do colageno, afetando suas fungdes > 3¢ |

A caracterizagdo estrutural dos produtos finais de glicagcdo avancada é
particularmente dificil devido a sua complexidade quimica, no entanto, a pentosidina
e caboximetilisina (CML), ja foram caracterizadas estruturalmente. Altos niveis de
pentosidina tém sido observados no plasma, hemacias e urina de pacientes
diabéticos. Este aumento tem sido correlacionado com a idade e duragdo do
diabetes. Além disso, existe uma relacao linear entre e os niveis de pentosidina e a
severidade das complicagbes micro e macro angiopaticas. Altos niveis de CML tém

sido observados em pacientes diabéticos e associados a retinopatia e nefropatia.
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Além disso, estudos recentes também indicam que a peroxidagdo lipidica,
juntamente com a glicagéo, pode ser uma importante fonte de CML no diabetes e na
aterosclerose %',

Os AGEs formados podem lesar as células por diferentes mecanismos, tais
como formacdo de ligagdes cruzadas com macromoléculas, interacdo com
receptores celulares especificos e glicagao intracelular. A formacao de ligacbes
cruzadas com o colageno tem sido demonstrada em pacientes diabéticos e justifica
a ocorréncia de varias complicagdes cronicas observadas no DM tais como, rigidez
vascular e espessamento de membranas basais. Além disso, a glicagdo da molécula
de colageno pode inibir a liberagdo de oxido nitrico derivado do endotélio, com
conseqliente vasoconstrigao, reducéo do fluxo plasmatico e isquemia tissular 234,

Estudo in vivo e in vitro indicam que os AGEs tém um papel essencial na
patogénese da nefropatia diabética e na progressdao da insuficiéncia renal. As
complicagdes do envelhecimento normal, como perda da fungéo renal, doenga de
Alzheimer, alteracbes de pele e cataratas, podem também ser mediadas pela
glicagao progressiva das proteinas de vida longa 3

A ligacao de AGEs a molécula de colageno pode alterar a estrutura e fungao
biolégica de macromoléculas tais como lipoproteinas, imunoglobulinas, entre outras.
Lipoproteinas de baixa densidade (LDL) ligadas ao colageno glicado nédo sao
reconhecidas pelos receptores especificos para LDL, favorecendo sua captagao por
receptores inespecificos e consequente formagao de células espumosas. Sdo ainda
capazes de estimular a liberagdo de tromboxano B, e de induzir agregacéo
plaquetaria, além de gerar radicais livres com consequente aumento de lesdes
oxidativas **. Finalmente, estas lipoproteinas com estrutura alterada estimulam a
liberacdo de anticorpos levando a formacédo de complexos imunes que se depositam
nas paredes dos vasos. Todos estes mecanismos podem contribuir para a oclusao
dos vasos e justificam a ocorréncia de macroangiopatia no paciente diabético **.

Imunoglobulinas ligadas ao colageno tém uma capacidade diminuida de
formar complexos antigeno-anticorpo. Além disso, sabe-se que a atividade dos
neutréfilos polimorfonucleares estd modificada em diabéticos, devido a diminui¢cao
da quimiotaxia, aderéncia, fagocitose e destruicdo intracelular, o que diminui a
capacidade imunoldgica e a resposta inflamatéria desses pacientes *°.

Dados da literatura tém demonstrado a existéncia de receptores celulares

especificos para AGEs. Estes receptores foram identificados em diferentes células,
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tais como, linfocitos T, mondcitos/ macréfagos, fibroblastos, células da musculatura
lisa, neurbnios, células vermelhas e mesangiais. Entre os diferentes receptores de
AGEs, o receptor denominado RAGE é provavelmente a molécula mais bem
caracterizada até o momento **.

Quanto a glicacao intracelular, sabe-se que os AGEs formados podem
interagir com nucleotideos, histonas ou proteinas envolvidas na transcricdo do DNA
celular e alterar propriedades importantes para a homeostase celular 3,

Sendo assim, os efeitos patolégicos dos AGEs estdo relacionados a
capacidade destes compostos de modificar as propriedades quimicas e funcionais
das mais diversas estruturas bioldgicas °. Dados da literatura tém demonstrado a
participagdo dos AGEs em varias patologias, com destaque para o diabetes mellitus,
a aterosclerose, a insuficiéncia renal, o processo inflamatério, a doenga de Alzeimer

39-41

e o processo de envelhecimento . Além dos AGEs existem outros produtos que

também tém sido correlacionados com estas doengas entre eles as quinureninas,
produtos da catalise da enzima indolamina 2,3 dioxigenase &8 4244,

O primeiro composto a ser extensivamente estudado in vitro e in vivo como
sendo um potente inibidor da formacdo de AGEs foi a aminoguanidina (AG) *°. AG
tem sido amplamente testada em modelos animais. Estudos de varios investigadores
demonstraram que ela retarda o desenvolvimento de complicagdes diabéticas,
incluindo nefropatia, neuropatia e vasculopatia “°.

A AG é uma pequena molécula de hidrazina, um composto nucleofilico que
age como armadilha para reativos carbonilicos intermediarios, tais como metilglioxal
(MgO), glioxal (GO), e 3-deoxiglicosona (3-DG) *’. AG inibe a formagdo de
carboximetilisina (CML) e carboxietilisina (CEL), inibe liga¢gdes cruzadas e a
fluorescéncia do colageno da pele de ratos diabéticos, retardando também o
desenvolvimento da nefropatia diabética 4 Além disso, AG também demonstrou ser
um potente inibidor da enzima éxido nitrico sintase (NOS) 2.

A administragdo de aminoguanidina em ratos diabéticos reduz AGEs e limita
alteracdes estruturais e funcionais nos tecidos *°. Seu mecanismo de agdo ainda é
controverso. Originalmente, acreditava-se que reagisse com ceto-aminas,
atualmente se sugere que reaja com os produtos da oxidacao liberados, como a 3-

deoxiglicosona *° *°.
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1.3 INDOLAMINA 2,3- DIOXIGENASE (IDO)

A Indolamina 2,3-dioxigenase ¢é uma heme proteina expressa
intracelularmente de forma constitutiva ou induzida na placenta, pulméao, intestino
delgado e grosso, colon, baco, figado, rim, estdmago, e cérebro®. A IDO pode
também ser induzida em células apresentadoras de antigenos (APC), células de
linhagem mieldide (células dendriticas, mondcitos, macrofagos, eosinofilos), células
epiteliais, fibroblastos, musculo liso vascular e células endoteliais, e certas linhagens
de células tumorais " °%°",

Dois genes homologos intimamente ligados (IDO1, IDO2) localizados no
cromossomo 8 em humanos e camundongos codificam a proteina IDO. Em
mamiferos todos os genes de IDO estudados até hoje possuem um ou mais
elementos de resposta ao intérferon (IFN) nas suas regides promotoras 2.

A IDO inicia a degradagao oxidativa do aminoacido essencial -triptofano ao
longo da via das quinureninas (metabdlito produzido como resultado da degradagao
do triptofano para N-formilquinurenina), através da clivagem oxidativa do anel
pirrdlico do triptofano como demonstrado na figura 1% . Na via das quinureninas a
IDO catalisa a oxidagdo do triptofano a N-formilquinurenina (NFK) que
subsequentemente é deformilada e transforma-se em (-quinurenina (QUIN). A partir
deste ultimo, uma série de compostos com potencial atividade bioldgica
especialmente neurotéxica é formada como, por exemplo, 3-hidroxi-quinurenina e o
acido quinolinico ®" ®8. Estudos com anticorpos especificos para o acido quinolinico
mostram que as células do sistema imune sdo capazes de sintetizar e/ou estocar
grandes quantidades deste metabdlito ® A capacidade neurdtoxica do acido
quinolinico in vivo esta associada a algumas doengas neurodegenerativas e com o

aparecimento de deméncia na Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) ™.
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FIGURA 1 - Diagrama Esquematico da Via das Quinureninas
Fonte: Chen, Y. et al, 2009.

Sabe-se que a sintese desta enzima é fortemente induzida pela citocina pré-
inflamatdria IFN-y in vitro e também in vivo. Outras citocinas (IFN-a, IL-1, TNF-a) e 0
lipopolissacarideo de membrana bacteriana (LPS) também s&o capazes de induzir a

O """ Infeccdes celulares por agentes microbianos (por exemplo,

expressao de ID
alguns virus e outros patégenos intracelulares) também podem induzir IDO em
certos tipos celulares *’.

IDO foi originalmente reconhecida como um mecanismo de defesa do
hospedeiro, por seu papel direto na resposta imune contra patdbgenos e agentes
infecciosos ja que o esgotamento celular de -triptofano capacita o hospedeiro a
inibir o crescimento de patégenos infecciosos in vivo. Estudos anteriores
demonstraram que o efeito inibitério de IFN-y no crescimento de patégenos
intracelulares in vitro, tais como o Toxoplasma gondii, € parcialmente atribuido a
deplecao do triptofano utilizado para a sintese protéica do parasita, através da
indugdo de IDO "® 77, Adicionalmente, a deplegdo de triptofano via IDO é o
mecanismo pelo qual o IFN-y exerce seu efeito antiproliferativo in vitro nas células
tumorais . A capacidade de IDO em privar células de um aminoacido essencial e
promover a formagdo de quinureninas bioativas enfatiza sua fungao bioldgica de

defesa imune inata e controle imune .
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Entretanto, varios estudos tém sugerido um papel imunomodulador para a
enzima, que pode contribuir para a inducdo de tolerancia imunoldgica "°. Munn e
colegas, 1998, mostraram que IDO desempenha um papel essencial na prote¢cao do
embrido contra rejeicdo em modelo murino de gravidez alogénica. A inibicdo da
atividade da IDO por seu inibidor farmacoldgico, 1-metil-triptofano (1MT), resultou na
rejeicdo dos fetos mediada pelas células T . Estes resultados n3o sé propuseram
uma fungao imunoldgica para IDO, mas também sugeriram um papel na geragéo de
tolerancia imunoldgica e regulagcado da resposta imune. Assim, células expressando
IDO sdo capazes de suprimir respostas locais da célula T e promover tolerancia
imune sob varias condicoes fisiologicas e patofisiolégicas de importancia médica,
inclusive doencgas infecciosas, rejeicao fetal, transplantes de o6rgéaos, doengas
neuroldgicas, desordens inflamatérias e auto-imunes e cancer . Esses resultados
contradiziam a fungao original e amplamente aceita de que a IDO agiria como um
mecanismo de defesa do hospedeiro. Essa dicotomia em relagéo a fungédo da IDO
tem atraido grande atencéo para esta enzima.

Portanto, a IDO pareceu agir de uma forma dupla: 1) exercendo acéo
antimicrobiana, inibindo o crescimento de microorganismos e estimulando a resposta
imune. 2) envolvendo-se na ativacado da regulacao das respostas imunes e criagao
de tolerancia imune ™.

Autores de estudos anteriores propuseram interagdes da IDO com o sistema

imune &'

Em seu modelo, IDO assumiu fungdes imunolégicas estimulantes e
reguladoras simultdneamente e de forma complementar. Em outras palavras, foi
sugerido que o sistema imunoldgico, mediado pela IDO, primeiramente reagiria ao
agente infeccioso a fim de inibir seu crescimento e progressao e mais tarde, numa
segunda fase, o mecanismo de regulagdo imunoldgica seria ativado para proteger o
hospedeiro de uma reacgdo exacerbada induzida pelo sistema imune ®'. Propde-se
tanto que a deplecao de triptofano seja o principal mecanismo pelo qual a IDO
exerce sua funcdo reguladora, quanto que o real responsavel seja o acumulo de
metabolitos do triptofano no microambiente °.

Varias teorias tém sido sugeridas para caracterizar o papel da IDO em
condigdes normais e em doengas. A diminuicdo dos niveis de triptofano e aumento
nas concentracdes plasmaticas de quinurenina ja foram descritas em pacientes com
doencgas cardiovasculares, renais e doengas neurodegenerativas 9.10. 70 Trabalhos

anteriores demonstraram ainda que alguns dos fatores responsaveis pelo
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aparecimento do diabetes sdo também responsaveis pelo aumento na sintese das
quinureninas %% 4244,

Embora, o papel da IDO em doengas auto-imunes, incluindo DM1 n&o tenha
sido ainda completamente descrito, evidéncias suportam a hipotese de que a IDO
possa contribuir com um conjunto de mecanismos que atrasam a progressao dessas
doencas restaurando a tolerancia imune %2. Estudos recentes tém demonstrado
maiores sobrevivéncia em longo prazo e viabilidade de ilhotas singénicas expostas a
fibroblastos expressando IDO em modelo animal diabético ®. E dados de outros
estudos tém fornecido evidéncias encorajadoras para o tratamento do DM1 com IDO
expressa por Células de Sertoli encapsuladas 5.

Demonstrou-se que durante o tratamento com inibidor de IDO, 1-metil-
triptofano (1MT), a progressdo do DM1 acelera . Também foi relatado que um
defeito no catabolismo de triptofano diminui a tolerédncia imune em camundongos
diabéticos ndo obesos (NOD) ®. Além disso, a expressdo de IDO foi induzida
quando ilhotas humanas foram tratadas com IFN-y. Estes achados sugerem que IDO
tem consideravel potencial para a avaliagdo em novas estratégias terapéuticas para
o DM.

A atividade da IDO € medida no soro através dos niveis de quinurenina em
relacdo ao triptofano (T/QUIN) no soro ou tecidos. Varios relatos mencionaram
notavel aumento na taxa de sobrevida prevista em pacientes com cancer quando ha
uma elevada razdo QUIN/T, ou seja, com alta degradacgdo do triptofano e niveis
elevados de quinureninas. Também se observa essa razdao QUIN/T aumentada em
pacientes com rejeicdo renal aguda, desde o primeiro dia apds o transplante. Isto
sugere que o papel antiinflamatdrio para a atividade de IDO supera sua capacidade
de regulagao das respostas de células T contra o transplante 8 Em conjunto, estes
dados sugerem claramente que IDO e a sua atividade em diferentes tecidos podem
ser correlacionados com as condi¢gdes e os desfechos clinicos de certas doencgas,

como o DM1 e suas complicagoes.
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2 OBJETIVOS

Conforme revisao de estudos anterior acima citada, propusemos os seguintes

objetivos para este trabalho.

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia dos produtos finais de glicacao
(AGEs) sobre parametros bioquimicos (glicémico, lipidico e renal) e sobre a
modulagdo da enzima Indolamina 2,3-dioxigenase (IDO) em ratos diabéticos induzido

pela administragao intraperitoneal de aloxano.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito dos AGEs (através da sua inibicdo pela aminoguanidina), no

perfil glicémico, perfil lipidico e renal dos ratos diabéticos.

- Avaliar o efeito dos AGEs (através da sua inibicdo pela aminoguanidina), na
atividade e expressao da enzima IDO de macréfagos peritoneais € homogenato

de cérebro em ratos diabéticos.

- Avaliar o efeito da ativagao celular por LPS na atividade e expressao da enzima
IDO.
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3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Para a relaizagao das analises propostas foi seguido o seguinte protocolo

experimental.

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos machos Wistar, com peso de 280 + 50g, obtidos no
Biotério da Universidade Federal de Alfenas. Os animais foram mantidos em caixas
de polietileno e receberam agua e ragédo comercial ad libitum, conforme aprovado
pelo Comité de Etica em Utilizagdo Animal, CEUA, UNIFAL-MG (processo n°
279/2010).

Os animais foram divididos nos grupos descritos a seguir:

- Diabético Ativado (DA): animais diabéticos ativados com LPS e nao tratados
com aminoguanidina. (n=8)

- Diabético Nao Ativado (DNA): animais diabéticos ndo ativados com LPS e
nao tratados com aminoguanidina. (n=8)

- Diabético + AG Ativado (DAAG): animais diabéticos ativados com LPS e
tratados com aminoguanidina. (n=8)

- Diabético + AG Nao Ativado (DNAAG): animais diabéticos ndo ativados
com LPS e tratados com aminoguanidina. (n=8)

- Controle Ativado (CA): animais nao diabéticos ativados com LPS e néao
tratados com aminoguanidina. (n=8)

- Controle Nao Ativado (CNA): animais ndo diabéticos ndo ativados com LPS

e nao tratados com aminoguanidina. (n=8)
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3.2 INDUCAO DO DIABETES E TRATAMENTO PARA INIBICAO DA FORMACAO
DE AGES

Para inducao do diabetes, foi administrada a droga diabetogénica Aloxano em
solugao salina (pH 4,5) 2%, na dosagem de 150mg/kg, via intraperitoneal. Foram
considerados diabéticos os animais que apresentaram glicosuria acima de 250
mg/dL. Para inibicdo da formagdo dos produtos de glicagdo foi administrada aos
animais do grupo Diabético + AG uma solugdo de aminoguanidina na concentracao
de 0,1g/Kg em agua por gavagem durante 50 dias. Os demais grupos (nao tratado e
controle) receberam gavagem somente de agua por gavagem durante o mesmo

periodo, a fim de serem submetidos ao mesmo estresse de manipulagao.

3.3 ATIVACAO DE MACROFAGOS

A ativacao e recrutamento dos macréfagos foi realizada pela administragao
intraperitoneal de Lipopolissacarideo de Membrana (LPS - E. coli, Serotype 026:86,
Sigma®) em solugdo salina estéril, na dosagem de 500ug/Kg, 48 horas antes do

sacrificio.

3.4 OBTENCAO DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

Os animais foram anestesiados pela inalacdo de Eter Etilico. O sangue foi
colhido por puncéo cardiaca, para realizagdo do hemograma e obtengédo de soro e
plasma. Em seguida, submetidos a eutanasia por aprofundamento da anestesia. Os
macrofagos peritoneais foram obtidos por lavagem intraperitoneal com PBS estéril,
ap6s a obtencdo do lavado, os rins e cérebro foram retirados para preparo dos

homogenatos e analises histologicas.
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3.5 OBTENGAO DAS CELULAS DA CAVIDADE INTRAPERITONEAL

Os animais foram sacrificados e tiveram a sua cavidade intraperitoneal lavada
com 15 mL de PBS estéril. A suspensao de células mononucelares foi obtida por
aspiragao com seringa e agulha e colocada em tubo de polipropileno de fundo curvo.
As células de todos os animais dos diferentes grupos experimentais foram contadas

e mantidas em banho de gelo até a realizagdo dos ensaios.

3.6 CONTAGEM DAS CELULAS E AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

As células foram contadas em Céamara de Neubauer, foram utilizadas
dezenove partes de liquido de turk (acido acético 3% e azul de metileno 1%) e uma
parte da suspensao celular. A viabilidade celular foi avaliada com Azul de Tripan
0.1%. Foi feita uma lamina por animal, corada pelo método MGG modificado por

Rosenfeld, para avaliacdo da morfologia celular.

3.7 DETERMINACAO DA GLICUSURIA/GLICEMIA

A dosagem da (glicosuria/glicemia foi realizada através do método
colorimétrico pela utilizagdo de kit comercial especifico (Analisa®) e a leitura foi
realizada em Bioplus® (Bio 2000). Foram coletadas amostras de urina dos animais
uma vez por semana a partir da indugado do diabetes para teste de glicosuria. A
glicemia em jejum foi confirmada no soro dos animais logo apos o sacrificio. Os
animais que nao apresentaram glicosuria/glicemia acima de 250 mg/dL, ou tiveram o

quadro diabético revertido ao longo do experimento foram excluidos.
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3.8 DETERMINACAO DE HEMOGLOBINA GLICADA

A porcentagem da hemoglobina glicada foi avaliada por cromatografia de
troca i6nica por meio de kit comercial (HbA1c Analisa®) e leitura em
espectrofotdbmetro conforme instru¢des do fabricante.

3.9 AVALIACAO DOS AGES

Apos dosagem de proteinas no soro (método do Biureto -kit para dosagem de
Proteinas Totais, Analisa®) e no homeganato de rins (método de Bradford), os
AGEs foram quantificados pela medida da fluorescéncia conforme descrito por Zilin e
colegas, 2001 %. As amostras de soro ou homogenato de rins (70pl) sofreram
precipitacdo de proteinas e lipideos pela adicao de cloroférmio (330 uL) e acido
tricloroacético 0,15M/L (1,6ml) seguida de vigorosa agitagdo em vortex e
centrifugacdo a 12000g, 4°C por 15 minutos. O espectrofluorimetro foi ajustado nos
comprimentos de onda de 350nm (excitagcado) e 440nm (emissdo) com abertura de
fenda de 5nm. As medidas foram realizadas a temperatura ambiente em cubeta de
quartzo de 1cm de caminho dtico utilizando-se apenas a fase aquosa. Os resultados
foram expressos em unidade arbitraria dividida pela concentracdo de proteinas

(UA/mg proteina).

3.10 DOSAGENS BIOQUIMICAS

As determinagdes de colesterol total e fragdes, triglicérides, uréia e creatinina,
foram realizadas no soro obtido através de kits comerciais especificos para cada
teste (Analisa®) em aparelho automatizado (HumaStar 80, Human®) conforme

instru¢des do fabricante.
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3.11 DOSAGEM DA PROTEINA C REATIVA ULTRA-SENSIVEL

As analises da PCR-US foram realizadas por imunoturbidimetria no soro
obtido através de Kit comercial especifico (Biotécnica®) e a leitura foi realizada em

Bioplus® (Bio 2000) conforme instrugdes do fabricante.

3.12 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE IDO

Apos obtengédo e contagem dos macréfagos peritoneais, conforme descrito
anteriormente, a atividade da enzima IDO foi avaliada através formagéo de
quinureninas conforme ensaio descrito por Yamamoto e Hayaishi, 1967 . Foi
preparado um homogenato celular (por sonicagao) e este foi centrifugado por 10 min
a 2500 rpm a 4°C. Montou-se reagédo contendo o sobrenadante do homogenato
(volume correspondente a 5x10° células) em tampao fosfato pH 6,5 (50mM), o
substrato triptofano (200 uM), os ativadores da enzima: ascorbato (20mM) e azul de
metileno (10uM) e catalase (100ug/mL) para a degradacdo do perdxido de
hidrogénio (H,O,) formado pela interacdo do ascorbato com azul de metileno. A
reagao foi incubada por 30 minutos a 37°C sob agitagdo. Logo apds, a reagao foi
bloqueada pela adicdo de acido tricloroacético 6% para precipitacao das proteinas.
Toda a NFK, primeiro produto da via das quinureninas, foi degradada a quinurenina
através de um segundo banho de 15 minutos a 65°C. As amostras foram entéo
centrifugadas a 13000g a 4°C por 15 minutos e filtradas em membrana de 0,22um
de poro. Reagdes “branco” foram montadas sem a presengca da enzima (sem
homogenato celular) para monitoramento de possiveis contaminacbes de
quinurenina exégena.

A formacdo das quinureninas (N-formilquinurenina e quinurenina) foi
monitorada por HPLC (High-performance liquid chromatography, modelo LC-20A-
Prominence, com duplo pistdo serial, degaseificador on-line, forno de coluna, auto-

injetor, acoplado a detector de arranjo de diodos (DAD)).
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Foram Injetados 40 pL da amostra em coluna C18 e a analise foi
acompanhada por 25 minutos em fluxo de fase mével de 1 mL/min. Apds a
separagcao dos componentes da amostra, analisamos as substancias pelos
detectores de arranjo de diodos e de fluorescéncia. A fase mével foi composta por
acetonitrila: agua, em um método gradiente realizado pelas duas bombas.

Mantivemos 100% de agua durante dois minutos de corrida. Aumentamos
linearmente a concentragdo de acetonitrila atingindo 10% em 22 minutos. A partir
desse tempo a concentragao de ACN diminuiu linearmente a 0% até o 25° minuto.
As absorbancias foram monitoradas nos comprimentos de onda (A) 280nm
(triptofano), 325nm (N-formilquinurenina) e 365nm (quinurenina) simultaneamente. O
limite de detecgéo (S/N = 3:1) foi de 244 nM e o limite de quantificagdo (S/N = 10:1)
foi de 488 nM tanto para triptofano quanto para quinurenina. Nas condicdes
utiizadas a relagdo do sinal com a concentracdo se mostrou linear na faixa
analisada (2,44 x 10-4 — 1 mM).

O monitoramento das quinureninas por HPLC foi realizado no laboratério de

Bioquimica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP (Sao Paulo-SP).

3.13 EXPRESSAO DE IDO POR DOT BLOT

Amostras de proteinas dos macrofagos (100 pg) foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose a vacuo por Dot blot. A membrana foi incubada por 2h
em solugao de leite em pdé desnatado 5% a fim de bloquear sitios inespecificos.
Apos boqueio, a membrana foi incubada em solugdo com anticorpo primario anti-IDO
por 2h (Millipore®). As membranas foram novamente incubadas por 1h em solugao
contendo anticorpo secundario conjugado a peroxidase (Anti-lgG, 1/16000,
SIGMA®). Os dot blots foram revelados em solugao de diaminobenzamidina (DAB) e

prontamente fotografados.

3.14 PREPARO DAS LAMINAS SILANIZADAS
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As laminas foram lavadas com detergente neutro, mantidas em agua corrente
por 30 minutos e em agua destilada ppor mais 30 minutos, foram entdo secas e

entdo passaram por uma bateria de banhos:

1°) Agua destilada : 15 segundos com 5 mergulhos
2°) Acetona pura : 15 segundos com 5 mergulhos

3°) Acetona pura : 15 segundos com 5 mergulhos

)
)
)
4°) Silano 4% em solugao de acetona : 10 segundos
5°) Acetona pura : 15 segundos com 5 mergulhos
6°) Acetona pura : 15 segundos com 5 mergulhos

)

7°) Agua destilada : 15 segundos.

Apds a sequéncia de banhos as laminas foram postas para secar em estufa

(60°C) e armazenadas para 0 uso.
3.15 EXPRESSAO DE IDO POR IMUNOFLUORESCENCIA

A fim de avaliar a presenga e localizagdo da enzima IDO foram realizados
ensaios de microscopia confocal.

As células foram coletadas em PBS, centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos
a 4°C e uma gota (20 yL) foi aplicada sobre cada lamina silanizada. A lamina foi
mantida em cadmara umida por 45 minutos para adesao e logo apés incubada com o
fixador paraformaldeido comercial 4% por mais 45 minutos.

As laminas foram entdo lavadas com PBS e em seguida incubadas cloreto de
aménio 50 mM em PBS por 30 minutos para torna-las permeaveis. Passado esse
periodo as células foram bloqueadas com PGN por 40 minutos e com PGN/saponina
por 45 minutos. Em seguida incubamos as laminas com o anticorpo anti-IDO (1:100)
por 1 hora a temperatura ambiente. Lavamos e incubamos as laminas com
conjugado fluorescente (anti-lgG de cabra acoplado a fluoresceina isotiocianato
(FITC)) (1:100) e DAPI para corar o DNA do nucleo das células durante 1 hora a

temperatura ambiente. Apos lavagem com PBS, montamos as Iaminas em laminulas
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contendo glicerol tamponado com pH alcalino e 0,1% de parafenileno-diamino
(PPD), um inibidor do decaimento de fluorescéncia.

Visualizamos a fluorescéncia em microscopia confocal, com laser de UV (363
nm) e visivel (488, 567 e 657 nm), acoplado a um computador contendo sistema de

captura de imagens Digital Sight, NIS-Element BR®.

3.16 EXPRESSAO DE IDO POR IMUNOCITOQUIMICA

As células foram coletadas em tampéao fosfato, centrifugadas e uma gota
deixada sobre cada lamina silanizada por 30 minutos para aderéncia, em camara
umida. Posteriormente foram fixadas em paraformaldeido 4% por 30 minutos.

As células aderidas foram incubadas com cloreto de aménio 50 mM em PBS
por 30 minutos, com isso retirou-se os grupos aldeidos que sao fluorescentes
naturais. A seguir os epitopos inespecificos foram bloqueados e as células
permeabilizadas com PGN/saponina por 45 minutos, em seguida incubadas com
anticorpo policlonal anti-IDO por 1 hora a temperatura ambiente. As |aminas foram
entao lavadas e incubadas com anticorpo conjugado a peroxidase (goat anti-mouse
IgG 1:100 espécie especifico acoplado a peroxidase), foram lavadas novamente em
PBS e incubadas com diaminobenzidina (DAB) por 10 minutos. Em seguida realizou-
se a desidratagao, contracoloracdo dos nucleos com hematoxilina e diafanizagcao
com xilol. As laminas foram montadas com laminulas e Entelan® e a
imunocitoquimica pode ser visualizada por microscopia de luz em microscopio Zeiss
Axiophot® acoplado a um computador contendo sistema de captura de imagens
Digital Sight, NIS-Element BR ®.

3.17 ANALISE HISTOLOGICA DOS RINS

Ap0s sacrificio retirou-se os rins dos animais, estes foram lavados em solugao
fisiologica, abertos longitudinalmente com bisturi e imediatamente fixados em

paraformaldeido comercial 4%. O material foi aparado para isolar a area de
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interesse, regidao medular, e mantido no fixador por 24 horas. Passado o periodo de
fixagdo, o material foi desidratado em série crescente de concentragcdes de alcool
(70, 80, 90, 95, 100%) e diafanizado (alcool-xilol 1:1, xilol) para inclusdo em parafina
histologica.

Foram realizados cortes de 7um em micrétomo Leica ®, os cortes foram
aderidos em laminas de vidro e corados pelo método Hematoxilina-Eosina, conforme
rotina do Laboratério de Histologia e Biologia Celular da UNIFAL-MG.

As fotomicrografias foram obtidas em microscopio Optico acoplado a um

computador pelo sistema de captura de imagens Digital Sight, NIS-Element BR ®.

3.18 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os resultados foram expressos como média + erro padrdao da média, de no
minimo trés experimentos independentes feitos em duplicata. As analises foram
realizadas através de comparagdes entre os grupo controle, diabético e diabético
submetido a tratamento com AG. Os dados foram analizados por meio de testes no

programa estatistico Graph Pad Instat ® (1993).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, avaliamos a formacdo de AGEs no modelo experimental de
diabetes induzido por aloxano e a influéncia destes produtos de glicagdo sobre
alguns parametros bioquimicos e sobre a modulagao da enzima IDO.

Para tanto, tratamos ratos Wistar pela via intraperitoneal com 150mg/kg de
aloxano. Apds a confirmagdo do DM, iniciou-se o tratamento com aminoguanidina
(AG) ou agua por gavagem por 50 dias. Os animais foram divididos nos grupos
diabético, diabético tratado com AG e controle. Os grupos foram ativados ou nao por
LPS.

Para caracterizar nosso modelo experimental, avaliamos alguns parametros,
entre eles o peso desses animais no inicio do experimento e no momento de

sacrificio.

41 PESO

Como podemos observar no GRAF 1 houve um ganho de cerca de 120g nos
animais animais do grupo controle, ao contrario dos grupos de ratos diabéticos
tratados ou ndo com aminoguanidina ao longo do periodo experimental, que
mantiveram peso similar ao que possuiam no inicio do experimento. A diferenga no
peso dos animais controle em relacdo aos diabéticos tratados ou ndao com
aminoguanidina foi significativa (p10,001). Este resultado mostrou-se condizente a
um dos quatro sintomas marcantes causados pela hiperglicemia que incluem: perda

de peso, politiria, polidpsia e polifagia ®.
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GRAFICO 1 - Efeito do estado diabético no peso dos animais dos grupos diabético ndo tratado
(n=35), diabético tratado com AG (n=31) e controle (n=13), ao final do experimento.
Todos os animais iniciaram o experimento pesando 250 + 50g. Letras minusculas
diferentes significam que houve diferenga estatistica pelo teste de Tukey-Kramer de
multiplas comparagoes.

Fonte: Do autor.

4.2 ATIVACAO DOS MACROFAGOS

Apos o tratamento com a AG, os animais dos grupos ativados foram
sacrificados 48 horas apds a injegdo de LPS (500 ug/Kg em solugao salina) e as
células do peritbnio foram colhidas e o numero total e diferencial das células foi
determinado.

TABELA 1 - Efeito do estado diabético e do tratamento com aminoguanidina sobre o influxo
celular ao peritbnio em animais injetados ou ndo com LPS.

Macréfagos Peritoneais

DNA 2,20£042
DNAAG 150£0,56
CNA 1,74£0,.23 =
*
DA 3,76+0,73 —— *oxk
DAAG 330041
CA 4,17+08

nede células x 10°/ml

Fonte: Do autor
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Grupo diabético ndo ativado (DNA, n=8), diabético ndo ativado tratado com
AG (DNAAG, n=8), controle ndo ativado (CNA, n=8), diabético ativado (DA, n=8),
diabético ativado tratado com AG (DAAG, n=8) e controle ativado (CA, n=8). ns:
diferenga n&o-significativa; *(pJ0,05); ***(p[10,001). Teste estatistico de Tukey-
Kramer de multiplas comparacoes.

A cavidade peritoneal abriga uma variedade de células do sistema imune
sendo uma excelente fonte de fagdcitos mononucleares, representadas
principalmente por macréfagos e um subtipo de linfocito (linfocitos B-1) %%, Esta
ainda presente linfocitos T e linfécitos natural killer (NK) nessa cavidade *.

Em todos os grupos estudados, a contagem diferencial mostra que a maioria
das células obtidas sdo macréfagos.

Como podemos observar na tabela 1, ha um aumento significativo do numero
total de células no peritdnio dos animais injetados com LPS em relagdo aos grupos
nao ativados. Observamos que a ativagdo por LPS nao foi capaz promover um
aumento significativo na migracao de células para o peritbnio nos animais diabéticos
(DNA e DA). Entre os animais diabéticos tratados com AG (DNAAG e DAAG)
ocorreu um aumento significativo (p<0,05) na migracdo celular quando houve
ativacao por LPS. Entre os animais controle (CNA e CA) notamos um aumento ainda
mais evidente na migracdo de células quando o animal foi ativado pelo LPS
(p<0,001).

Esses dados demonstram que o recrutamento dos macrofagos pela injegcao
intraperitoneal de LPS foi mais efetivo nos animais controles e animais diabéticos
tratados com AG do que nos animais diabéticos nao tratados com AG. Esses dados
corroboram com estudos anteriores, que demonstraram menor responsividade e
menores taxas fagociticas em pacientes acometidos pelo DM ' ', e nos levam a
crer que o tratamento para inibicao da glicagdo com a AG auxilia numa melhora da

resposta imune inata no estado diabético.

4.3 AVALIAGAO DO PERFIL GLICEMICO

Neste trabalho utilizamos o aloxano para induzir o DM. . A acdo toxica do

aloxano sobre as células B do pancreas envolve diferentes processos, como a
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oxidagao de grupamentos—SH, inibicdo da glicoquinase, geracéo de radicais livres e
disturbios na homeostase intracelular de calcio. O aloxano produz necrose
especifica das células  nas ilhotas pancreaticas e induz a liberacdo macica de
insulina com posterior supressdo das ilhotas de Langerhans ao responder a um
estimulo externo da glicose. Os ratos diabéticos induzidos com aloxano apresentam
sintomas idénticos aos pacientes diabéticos, pois 0os animais desenvolvem danos no
sistema ocular, renal, cardiaco, vascular e nervoso, constituindo assim um
importante modelo para o estudo de complicagbes agudas e cronicas do DM % A
fim de confirmar o estado diabético nos animais, avaliamos a glicosuria e a glicemia

através do método colorimétrico.

4.3.1 Glicosuria/Glicemia dos Animais

A dosagem da glicosuria foi realizada sete dias apos indugédo do diabetes e
acompanhada semanalmente a fim de excluir animais com possivel reversdao do
estado diabético ao longo dos dois meses de experimento. A glicemia dos animais

foi confirmada no momento do sacrificio.

700 a a [ Diabético
- Il Diabético + AG
[ Controle

(mg/dl)

GRAFICO 2 - Avaliagdo da glicemia dos animais dos grupos diabético sem tratamento (n=29),
diabético tratado com AG (n=23) e controle (n=14) no momento do sacrificio. Letras
minusculas diferentes significam que houve diferenga estatistica pelo teste de Tukey-
Kramer de multiplas comparagoes.

Fonte: Do autor
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Quando analisada a concentracdo de glicose sanguinea, verificou-se um
aumento significativo no grupo diabético quando comparado ao grupo controle,
mostrando que a indugao do diabetes pelo aloxano foi efetiva.

A aminoguanidina previne a formagao dos AGEs porque contém hidrazina em
sua estrutura quimica, a qual reage com os seguintes compostos: glioxal, metilglioxal
e 3-desoxiglicosona e inibe a a formacao de carboximetilisina e carboxietilisina .

Nossos resultados demonstram que nao houve reducédo da hiperglicemia
ap6s o tratamento com aminoguanidina. Entretando observamos uma redugéo da

glicagao das proteinas avaliadas, a hemoglobina e frutosamina.

4.3.2 Hemoglobina Glicada

A formacao da HbAc ocorre de forma irreversivel e progressiva no eritrécito e
€ proporcional aos niveis glicémicos encontrados no sangue, sendo que os valores
anormais levam de 4 a 6 semanas para normalizarem-se. Por essa propriedade, a
determinacédo da HbAic para avaliagdo da glicemia dos diabéticos € de grande
utilidade porque avalia o real quadro glicémico das ultimas 4 a 6 semanas

A concentracdo de hemoglobina glicada (Hb Aic) foi avaliada por
cromatografia de troca i6nica. Os resultados apresentam-se em porcentagem da

HbAc em relacdo a hemoglobina total como mostrado no grafico abaixo.

94 a [ Diabético
Il Diabético + AG
b [ Controle

GRAFICO 3 - Porcentagem da Hemoglobia Glicada em relagdo & Hemoglobina Total nos animais
diabéticos sem tratamento (n=11), diabéticos tratados com AG (n=11) e controles
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(n=13). Letras minusculas diferentes significam que houve diferenca estatistica pelo
teste de Tukey-Kramer de multiplas comparacgdes.
Fonte: Do autor

Valores de Referéncia:

Nao Diabéticos: 4,4 a 6,7%

Diabéticos com Bom Controle: 6,7 a 7,3%
Diabéticos com Controle Regular: 7,3 a 9,1%
Diabéticos com Controle Ruim: acima de 9,1%

Pode-se observar no GRAF 3 que houve diferengas significativas entre os trés
grupos experimentais na porcentagens de hemoglobina glicada. Entre o grupo
diabético sem tratamento e diabético tratado com AG o valor de p foi inferior a 0,05,
e entre os animais controles e ambos o0s grupos diabéticos (tratados e nédo tratados
com AG) o valor de p foi inferior a 0,001. Nota-se ainda que os valores de HbA1c nos
animais dibéticos sem tratamento se mostraram superiores ao valor de referéncia
considerando controlado (7,3 — 9,1%), ja os animais tratados com AG apresentaram
valores normais ou préximos aos considerados saudaveis (6,7 — 7,3%), bem como

0s animais controles, ndo diabéticos (4,4 — 6,7%).

4.3.3 Frutosamina

A frutosamina refere-se ao valor médio da glicose sanguinea nas ultimas 4 a
6 semanas. E o nome genérico dado & todas as proteinas séricas glicosiladas
(principalmente a albumina). Seus valores normalmente s&o inferiores aos

encontrados na analise da hemoglobina glicada.
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GRAFICO 4 - Avaliagdo da Frutosamina nos animais dos grupos diabéticos sem tratamento (n=17),
diabéticos tratados com AG (n=23) e controles (n=19). Letras minusculas diferentes

significam que houve diferenca estatistica pelo teste de Tukey-Kramer de multiplas
comparagoes.
Fonte: Do autor

Observa-se no grafico 4 que o tratamento inibiu a formagao das frutosaminas
quando comparamos o grupo diabético tratado com AG com o grupo ndo submetido

a tratamento (p10,001), e quando comparamos ambos 0s grupos diabéticos com o
grupo controle (p10,001).

4.4 AVALIACAO DA FORMAGAO/INIBICAO DE AGES

Ha entre os AGEs compostos naturalmente fluorescentes, como por exemplo
a pentosidina %°. Essa fluorescéncia de AGEs foi avaliada no soro e homogenato de

rins através conforme descrito previamete na sec¢éo 3.9.
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GRAFICO 5 - Fluorescéncia de AGEs no Soro dos animais diabéticos sem tratamento (n=10),
diabéticos tratados com AG (n=8) e controles (n=8). Letras minusculas diferentes
significam que houve diferenga estatistica pelo teste de Tukey-Kramer de multiplas
comparacgoes.

Fonte: Do autor

Como se pode observar no GRAF 5 houve diferenga significativa nos niveis
de fluorescéncia entre os trés grupos experimentais (p(10,001), sendo que os
animais diabéticos nao tratados apresentaram os maiores indices de fluorescéncia,
indicando maior concentracédo de AGEs. O tratamento com AG inibiu a glicagdo de
proteinas no soro, dado esse que condiz com a analise da frutosamina apresentada
anteriormente no GRAF 4. Observa-se também diferenga entre o grupo diabético
nao submetido ao tratamento com AG e o grupo controle, ndo diabético (p10,001).
Nao houve, entretanto, diferengas significativas entre os grupos diabético tratado
com AG e grupo controle, indicando que em animais tratados com AG os niveis de
AGEs se assemelham aos niveis em animais sadios, comprovando a eficacia do

tratamento com AG na prevencgao da formacgao dos AGEs.
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GRAFICO 6 - Fluorescéncia de AGEs no Homogenato de rins dos animais diabéticos sem tratamento
(n=8), diabéticos tratados com AG (n=9) e controles (n=14). Letras minusculas
diferentes significam que houve diferenga estatistica pelo teste de Tukey-Kramer de
multiplas comparagdes.

Fonte: Do autor

A andlise espectrofluorimétrica do homogenato de rins demonstrada no
grafico 6 nao revelou diferengas significativas de fluorescéncia entre os animais
diabéticos tratados com AG e nédo tratados. Comparando-se os grupos diabéticos
sem tratamento com os controles nota-se que houve diferencas entre diabéticos e
controles com valor de significancia menor (pJ0,01), e diferengas entre diabéticos
tratados com AG e controles com significancia maior (pJ0,001). Esses dados
contrariam a analise espectrofluorimétrica realizada no soro (grafico 5), que pode ter
ocorrido devido as propriedades nefrotoxicas da AG. Os compostos fluorescentes
observados neste ensaio poderiam surgir de um processo inflamatério nos rins
agravado pela AG.

Dados de literatura indicam que ratos diabéticos quando tratados com
inibidores da formagdo de produtos finais da glicagdo avangada apresentam
correcao de disfungdes ao nivel de células endoteliais e redugao do infiltrado celular
inflamatdrio, implicando, assim, a via da glicagao ndo enzimatica como importante no

que tange as complicagdes diabéticas.

4.5 AVALIACAO DO DANO RENAL
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A lesao renal € uma complicagdo cronica microvascular muito frequente em
pacientes diabéticos e em modelos animais com diabetes induzido por drogas ¥ ¢ %.
Estes danos tém sido associados a glicemia e concentragdes de hemoglobina
glicada (Hb A1C) elevadas *°. A histéria natural da lesdo renal induzida pelo diabetes
tem sido vista como uma via que segue para uma situacdo clinica relativamente
frequente denominada nefropatia diabética, passa por estagios intermediarios e
termina na insuficiéncia renal cronica. Ao contrario de outras doencas renais, a
incidéncia da nefropatia diabética, como causa de insuficiéncia renal crbnica, esta
em ascensdo. Portanto, a deteccdo precoce € de grande importancia para o
estabelecimento de medidas preventivas com vista a melhoria da qualidade de vida
e reducdo da mortalidade por insuficiéncia renal crénica em pacientes diabéticos .

A (glicagdo de proteinas tem sido apontada como um dos principais
mecanismos responsaveis pelas lesdes glomerulares observadas na nefropatia
diabética . Sendo assim, os AGEs sdo considerados moléculas de especial
interesse para os nefrologistas, uma vez que podem ter um papel etiolégico de
complicacbes vasculares e renais associadas com o diabetes e envelhecimento 101,

Por essa razao investigamos o efeito do DM e dos AGEs nos rins.

4.5.1 Uréia e Creatinina

Sabe-se que em casos de lesdo renal os niveis de uréia apresentam-se
prontamente elevados, e que os niveis de creatinina elevam-se de forma progressiva
ao dano mais lentamente do que ocorre com a uréia. As determinacdes da uréia e
creatinina foram feitas no soro obtido e congelado no sacrficio através de método

colorimétrico.
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GRAFICO 7 - Uréia dos animais diabéticos sem tratamento (n=28), diabéticos tratados com AG
(n=31) e controles (n=18). Letras minusculas diferentes significam que houve
diferencga estatistica pelo teste de Tukey-Kramer de multiplas comparagées.

Fonte: Do autor
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GRAFICO 8 - Creatinina dos animais diabéticos sem tratamento (n=25), diabéticos tratados com AG
(n=24) e controles (n=18). Letras minusculas diferentes significam que houve diferenca
estatistica pelo teste de Tukey-Kramer de multiplas comparagoes.

Fonte: Do autor

Pode-se observar no GRAF 7 e GRAF 8 que houve diferenga significativa
entre os niveis de uréia e creatinina presentes no soro dos animais controles se
comparados aos animais diabéticos, sendo que os animais controle apresentaram
niveis de uréia e de creatinina estatisticamente diferentes e menores quando
comparados a ambos 0s grupos diabéticos, submetidos ou ndo ao tratamento com
AG (pJ0,001). Nao houve, entretanto diferencas siginificativas entre os grupos
diabéticos tratados e néo tratados com AG. Conforme o esperado, os valores dos

niveis de creatinina sio condizentes aos encontrados na analise da uréia.
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4.5.2 Anaélise Histoldégica dos Rins

A fim de avaliar a natureza e a magnitude do dano causado pelo estado
diabético, foram confeccionadas laminas analise histoldgica por microscopia optica,

conforme protocolo descrito anteriormente na seg¢éo 3.77.

FIGURA 2 - Corte histolégico da zona medular renal dos animais experimentais, em aumento de 40x,
corados por Hematoxilina-Eosina. Glomérulos representativos de 10 campos por lamina
de cada animal.

A) Glomérulo de animal diabético tratado com aminoguanidina;
B) Glomérulo de animal diabético ndo submetido ao tratamento com aminoguanidina;
C) Glomérulo de animal ndo diabético (controle).

Fonte: Do autor

O sistema renal é formado por um conjunto de estruturas histoldgicas
imprescindivel nos mecanismos de filtragdes glomerular e tubular. O glomérulo renal
€ constituido primordialmente por uma rede de -capilares fenestrados, sem

diafragma, oriundos da arteriola aferente e pela capsula de Bowman contendo dois
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folhetos, visceral e parietal. Este ultimo € formado por células epiteliais planas que
limitam o espago capsular onde se acumula o filtrado glomerular.

Aqui, nos animais diabéticos ndo submetidos ao tratamento (FIG 2B)
observamos o espessamento do espagco de Bowman, com alteracao na morfologia
celular nesta regido. Normalmente a capsula de Bowman € revestida por uma
camada simples de células pavimentosas (seta 1, FIG 2A e 2C), porém, nos animais
diabéticos nao submetidos ao tratamento foi observada a presenga de mais de uma
camada celular (seta 2, FIG 2B). Foi observada também, nos animais diabéticos nao
tratados, a presenca de material amorfo no espago de Bowman, que geralmente é
preenchido apenas por ultrafiltrado de plasma (seta 3, FIG 2B).

Além disso, ocorreu acentuacao da lobulagdo glomerular (aspecto de folhas
de trevo) nos animais diabéticos sem tratamento, indicada pela seta 4 na figura 2B.
Este aumento da lobulagdo é um indicativo da ocorréncia de glomerulonefrite de
classe 1 segundo a classificacdo de Banff '2© "%, Notou-se também um aumento no
tamanho dos tubulos renais mais proximais (seta 5, FIG 2B).

Estes resultados corroboram com dados da literatura que relatam a
predominancia de lesbes secundarias ao diabetes mellitus nos glomérulos, embora
os tubulos e intersticio renal possam tambem ser acometidos %.

Apesar de propriedades nefrotoxicas ja terem sido atribuidas para a
aminoguanidina, no periodo de tratamento (50 dias) e na dose administrada
(100mg/Kg/dia) em nosso modelo experimental ndo observamos alteracdes
estruturais no grupo diabético tratado com AG quando comparados ao grupo
controle. Estes resultados estdo condizentes com trabalhos que mostram que a
administracdo de aminoguanidina em ratos diabéticos reduz AGEs e limita
alteracdes estruturais e funcionais nos tecidos *°. Foi descrito ainda que a AG inibe
ligacbes cruzadas e a fluorescéncia do colageno da pele de ratos diabéticos,
retardando também o desenvolvimento da nefropatia diabética 4 Neste sentido,
também foi demostrado que a aminoguanidina teve um efeito protetor contra necrose
do tubulo proximal, edema intracelular, redu¢ao da capsula de Bowman e diminuigao

da filtragcéo glomerular ",
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4.6 AVALIACAO DO RISCO CARDIACO

Sabe-se que as doencgas cardiovasculares constituem uma das principais
causas de morte entre pacientes portadores de diabetes mellitus. Dados da literatura
demonstram uma alta prevaléncia de dislipidemia entre pacientes diabéticos, com
frequente associagdo entre os niveis glicémicos elevados e alteragbes no perfil
lipidico. Além das alteragdes nas vias metabdlicas em decorréncia da hiperglicemia,
estudos realizados em diferentes modelos experimentais tém demonstrado que os
AGEs também podem contribuir significativamente para ndo somente para o
desenvolvimento de dislipidemia como também para a ocorréncia de doencas
cardivasculares. Sendo assim, a avaliacao do perfil lipidico em pacientes diabéticos
tem sido recomendada entre os diversos exames laboratoriais para avaliacdo do
controle do diabetes mellitus, com vista a redugdo da morbidade e mortalidade em
decorréncia da aterosclerose '%°.

No presente estudo, o perfil lipidico no soro dos animais diabéticos e
diabéticos tratados com aminoguanidina foi comparado com aquele observado no

soro de animais nao diabéticos.

4.6.1 Colesterol Total e Lipoproteinas

Os animais diabéticos apresentaram niveis séricos de colesterol total e
colesterol HDL significativamente maiores que os animais pertencentes ao grupo
controle. O tratamento com aminoguanidina nao foi capaz de prevenir este aumento
(GRAF 9 e GRAF 10). Neste trabalho foi avaliada também a concentragdo de
colesterol ndao HDL, um parametro importante para a estratificacdo do risco
cardiovascular, uma vez que fornece uma estimativa da concentracdo de

lipoproteinas aterogénicas no soro '%°.

Nao houve diferenca significativa na
concentracao de colesterol ndo HDL entre os diferentes grupos analisados (GRAF

11).
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GRAFICO 9 - Colesterol Total dos animais diabéticos sem tratamento (n=18), diabéticos tratados com
AG (n=17) e controles (n=18). Letras minusculas diferentes significam que houve
diferenca estatisticamente significativa. Analise estatistica pelo teste de Tukey-Kramer
de multiplas comparacgoes.

Fonte: Do autor

4.6.2 Colesterol HDL
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GRAFICO 10 - HDL dos animais diabéticos sem tratamento (n=18), diabéticos tratados com AG
(n=17) e controles (n=18). Letras minusculas diferentes significam que houve
diferenga estatisticamente significativa. Analise estatistica pelo teste de Tukey-
Kramer de multiplas comparacgoes.

Fonte: Do autor

4.6.3 Colesterol Nao-HDL
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A hipercolesterolemia em decorréncia do diabetes tipo 2 tem sido associada
ao aumento na concentragédo de lipoproteinas aterogénicas tais como, lipoproteina
de baixa densidade (LDL) e/ou lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL).
Entretanto, no diabetes tipo 1, tem sido observado um aumento na concentracao
sérica de lipoproteina de alta densidade (HDL), que pode estar associado a
concentracdes elevadas ou normais das demais lipoproteinas '%. Apesar dos niveis
aumentados de HDL, ndo ha reducdo do risco cardiaco nestes individuos. E
importante considerar que alteragdes no tamanho, na composicao e na estrutura das
HDL podem compormeter a funcionalidade e interferir com suas propriedades
antiaterogéncias '%’.
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GRAFICO 11 - Colesterol Nao-HDL dos animais diabéticos sem tratamento (n=19), diabéticos
tratados com AG (n=22) e controles (n=9). Analise estatistica pelo teste de Tukey-
Kramer de multiplas comparagdes.

Fonte: Do autor

4.6.4 Triglicérides

No GRAF 12 nota-se que os niveis séricos de triglicérides aumentaram nos
animais diabéticos quando comparados ao grupo controle, porém nao houve

diferenca significativa entre os animais diabéticos tratados e n&o tratados com AG.
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GRAFICO 12 - Triglicérides dos animais diabéticos sem tratamento (n=18), diabéticos tratados com
AG (n=17) e controles (n=18). Letras minusculas diferentes significam que houve
diferenca estatisticamente significativa. Analise estatistica pelo teste de Tukey-
Kramer de multiplas comparagdes.

Fonte: Do autor

A hipertrigliceridemia observada nos animais diabéticos pode ser atribuida
nao somente a hiperglicemia, que favorece o aumento na sintese de triglicérides,
como também a falta de insulina, que interfere negativamente na acao da lipase
lipoprotéica, levando a uma diminuigdo do catabolismo deste lipideo.

Os resultados observados estdo de acordo com dados da literatura e
poderiam ser atribuidos ao fato de termos utilizado aloxano para indugdao do
diabetes. Desta forma o modelo experimental adotado em nosso estudo poderia ser

comparado ao diabetes tipo 1, ja que o aloxano destréi as células B-pancreaticas
108

4.6.5 Avaliagcado da PCR-US

A Proteina C reativa ultra-sensivel € um marcador de atividade inflamatoria.
Estudos tém demonstrado a presencga da PCR ultra-sensivel nos tecidos inflamados,
nas artérias com aterosclerose (com placas de gordura ou ateromas em sua parede)
e no musculo cardiaco (miocardio) infartado. A PCR ultra-sensivel também

desempenha papel que favorece a coagulagao do sangue.
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As diretrizes da Sociedade Brasileira de Cardiologia (2007) sobre as
dislipidemias consideram a PCR ultra-sensivel elevada como um fator agravante de
risco cardiovascular '%°.

Como se pode observar no grafico 13 ndo houve diferengas significativas nos
niveis de Proteina C Reativa (ultra-sensivel) entre os grupos no nosso modelo

experimental.
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GRAFICO 13 - Avaliagdo da Proteina C Reativa Ultra Sensivel nos animais diabéticos sem
tratamento (n=8), diabéticos tratados com AG (n=8) e controles (n=8). Analise
realizada pelo teste de Tukey-Kramer de multiplas comparagdes.

Fonte: Do autor

Ao contrario do esperado, ndo observamos diferenca nos niveis de Proteina C
Reativa (ultra-sensivel), provavelmente o intervalo de tempo (cerca de 2 meses)

utilizado neste trabalho foi insuficiente para promover a elevagao desta proteina.

4.7 AVALIACAO DA MODULAGAO DA ENZIMA IDO

Ja foi descrito anteriormente que nas doencgas cardiovasculares, uma das
principais complicagbes do diabetes, pode ocorre um aumento das quinureninas,
refletindo na atividade de IDO. Neste trabalho avaliamos a influéncia dos AGEs

sobre a modulacédo da enzima IDO no estado diabético.
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4.7.1 Avaliagcéo da atividade de IDO

Como ja mencionado a Indolamina 2,3 dioxigenase (IDO) é encontrada
principalmente em células apresentadoras de antigenos como macrofagos e células
dendriticas. Desta forma avaliamos a atividade da IDO em macrofagos peritoneais. A
fim de testar a reacdo montada para avaliar a atividade de IDO realizamos um
ensaio contendo IDO recombinante e IDO recombinante inibida por 1-Metil-triptofano
(1MT) e todos os substratos necessarios, conforme descrito na se¢do 3.712.
Observamos que a reacdo funcionava pela grande producdo de quinureninas
geradas quando utilizamos IDO recombinante em substituicdo as amostras. Na
reacdo montada com a enzima IDO recombinante, substratos e o inibidor da IDO

(1MT) observamos menores taxas de produgéo de quinureninas (IDO rec. + 1MT).
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GRAFICO 14 - Atividade de IDO recombinante (IDO rec.), IDO recombinante inibida por 1-Metil-
Triptofano (IDO rec. + 1 MT), e IDO dos macréfagos peritoneais dos animais dos
grupos diabético ativado (DA, n=8), diabético ndo ativado (DNA, n=8), diabético
ativado tratado com AG (DAAG, n=8), diabético ndo ativado tratado com AG
(DNAAG, n=8), controle ativado (CA, n=8) e controle ndo ativado (CNA, n=8),
avaliada pela presenga de quinureninas em HPLC, comparada a atividade de IDO
recombinante e IDO recombinante inibida por Metil Triptofano (MT). Letras
minusculas diferentes significam que houve diferenca estatistica pelo teste de
Tukey-Kramer de multiplas comparacoes.

Fonte: Do autor
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Podemos observar no GRAF 14 que houve uma maior produgdo de
quinureninas nos macrofagos peritoneais dos animais diabéticos, tratados ou n&o
com AG, indicando a maior atividade de IDO nos diabéticos se comparados aos
animais controle. Estes dados estdo de acordo com trabalhos anteriores que
mostraram um aumento no catabolismo de triptofano e aumento nas concentragcbes
plasmaticas de quinureninas nas doencas cardiovasculares "°.

Nota-se também que nos animais que tiveram as células peritoneais
previamente ativadas por LPS a atividade de IDO foi maior em todos os grupos. Isso
ocorre devido ao papel indutor de IDO exercido pelo LPS ">,

Além dos macréfagos, a IDO esta presente em grandes quantidades também

no cérebro °'.

Por essa razdo monitoramos a formag¢dao das quinureninas no
homogenato de cérebro dos animais diabéticos tratados ou ndo com o inibidor da
formacao dos AGEs, a aminoguanidina, € nos animais controles.

O grafico 15 mostra que houve uma produgdo maior de quinureninas nos
animais dibéticos, submetidos ou ndo ao tratamento com AG, se comparados aos
animais controle (p(10,001). Esse dado nos sugere que o estado diabético tem

influéncia sobre a atividade de IDO de forma independente da presenga dos AGEs.
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GRAFICO 15 - Atividade de IDO no homogenato de cérebro de animais dos grupos diabético (n=8),
diabético tratado com AG (n=8) e controle ndo diabético (n=8), avaliada pela
presenca de quinureninas em HPLC. Letras mindsculas diferentes significam que
houve diferenga estatistica pelo teste de Tukey-Kramer de multiplas comparacgdes.

I

Fonte: Do autor
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4.7.2 Efeito da ativagdo de macrofagos por LPS na expressdo de IDO por

imunomarcag¢ao

Para avaliar o a expressao de IDO nos macréfagos peritoneais realizamos

testes de imunofluorescéncia, imunocitoquimica e Dot blot.
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FIGURA 3 - Avaliagédo da ativagdo dos macréfagos peritoneais por LPS na expresséao de IDO através
de imunocitoquimica e imunofluorescéncia nos animais controle nao diabéticos.
A) Imunocitoquimica de macréfagos nao ativados por LPS de animal controle.
B) Imunocitoquimica de macréfagos ativados por LPS de animal controle.
C) Imunofluorescéncia de macréfagos néo ativados por LPS de animal controle.
D) Imunofluorescéncia de macréfagos ativados por LPS de animal controle.

Fonte: Do autor

Para a imunocitoquimica de IDO foi utilizado anticorpo primario anti-IDO
(1:50) e secundario especifico conjugado a peroxidase (1:100), para a
contracoloracdo do nucleo utilizou-se Hematoxilina. A revelagao foi realizada
utiizando diaminobenzidina (DAB). Aumento de100x em imersdo. Para a
imunofluorescéncia da IDO foi utilizado anti-corpo primario anti-IDO (1:50) e

secundario especifico (1:50) marcado com FITC que fluoresce em 518 nm (verde)
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para microscopia confocal. O nucleo foi marcado com DAPI (azul). Aumento de 100x
em imersao.

Na FIG 3 observamos que houve significativo aumento na expressao da
enzima IDO quando os animais controles, nao diabéticos, receberam prévia ativagao
dos macréfagos peritoneais pela injecdo de LPS. A localizacdo da IDO esta indicada
pelas setas e marcada em marrom nas imagens de imunocitoquimica (figuras 3A e

3B), e em verde nas imagens de imunofluorecéncia (figuras 3C e 3D).
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FIGURA 4 - Avaliagcédo da ativacdo dos macréfagos peritoneais por LPS na expresséo de IDO através
de imunocitoquimica (fig 4A e 4B) e imunofluorescéncia (fig 4C e 4D) nos animais

diabéticos.
A) Imunocitoquimica de macréfagos nao ativados por LPS de animal diabético.
B) Imunocitoquimica de macréfagos ativados por LPS de animal dibético.
C) Imunofluorescéncia de macréfagos nao ativados por LPS de animal diabético.
D) Imunofluorescéncia de macréfagos ativados por LPS de animal dibético.

Fonte: Do autor

Para a imunocitoquimica de IDO (marcada em marrom) foi utilizado anticorpo
primario anti-IDO (1:50) e secundario especifico conjugado a peroxidase (1:100),
para a contracoloragdo do nucleo utilizou-se Hematoxilina (azul). A revelacao foi
realizada utilizando DAB. Aumento de100x em imersao. Para a imunofluorescéncia

da IDO foi utilizado anti-corpo primario anti-IDO (1:50) e secundario especifico (1:50)
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marcado com FITC que fluoresce em 518 nm (verde) para microscopia confocal. O
nucleo foi marcado com DAPI (azul). Aumento de 100x em imerséo.

Na FIG 4 nota-se aumento na expressao de IDO nos animais diabéticos
ativados com LPS em relacdo aos animais diabéticos sem qualquer ativacido. A IDO
apresenta-se indicada pelas setas e marcada em marrom nas imagens de
imunocitoquimica (figuras 4A e 4B), e em verde nas imagens de imunofluorecéncia
(figuras 4C e 4D). Além disso, observamos que nos macrofagos dos animais
diabéticos ativados por LPS a IDO se mostrou de forma mais pontual na periferia da

célula (figura 4D).
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FIGURA 5 - Comparagéo da expressao de IDO nos estados diabético e controle ndo diabético, sem
qualquer tipo de ativagao, através de imunocitoquimica e imunofluorescéncia.
A) Imunocitoquimica de macréfagos nao ativados por LPS de animal controle.
B) Imunocitoquimica de macréfagos néo ativados por LPS de animal diabético.
C) Imunofluorescéncia de macréfagos néo ativados por LPS de animal controle.
D) Imunofluorescéncia de macréfagos néo ativados por LPS de animal diabético.

Fonte: Do autor

Para a imunocitoquimica de IDO (Fig 5A e 5B: marcada em marrom) foi
utilizado anticorpo primario anti-IDO (1:50) e secundario especifico conjugado a
peroxidase (1:100), para a contracoloracdo do nucleo utilizou-se Hematoxilina

(azul). A revelacéo foi realizada utilizando DAB. Aumento de100x em imersao.
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Para a imunofluorescéncia da IDO (Fig 5C e 5D) foi utilizado anti-corpo primario
anti-IDO (1:50) e secundario especifico (1:50) marcado com FITC que fluoresce
em 518 nm (verde) para microscopia confocal. O nucleo foi marcado com DAPI
(azul). Aumento de 100x em imersao.

A FIG 5 compara a expressao da IDO nos estados diabético e controle,
sem ativagcao. Observamos que houve maior expressdo de IDO nos macréfagos
peritoneias dos animais diabéticos, conforme indicado pelas setas, tanto na
andlise por imunocitoquimica (figuras 5A e 5B) quanto pela analise por
imunofluorescéncia (figuras 5C e 5D).
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FIGURA 6 - Comparagao da expressao de IDO nos estados diabético e controle ndo diabético, com
ativagado por LPS, através de imunocitoquimica e imunofluorescéncia.
A) Imunocitoquimica de macréfagos ativados por LPS de animal controle.
B) Imunocitoquimica de macréfagos ativados por LPS de animal diabético.
C) Imunofluorescéncia de macréfagos ativados por LPS de animal controle.
D) Imunofluorescéncia de macréfagos ativados por LPS de animal diabético.

Fonte: Do autor

Para a imunocitoquimica de IDO (marcada em marrom nas figuras 6A e 6B)
foi utilizado anticorpo primario anti-IDO (1:50) e secundario especifico conjugado a
peroxidase (1:100), para a contracoloragao do nucleo utilizou-se Hematoxilina (azul).

A revelagdo foi realizada utilizando DAB. Aumento de100x em imersdo. Para a
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imunofluorescéncia da IDO (figuras 6C e 6D) foi utilizado anti-corpo primario anti-
IDO (1:50) e secundario especifico (1:50) marcado com FITC que fluoresce em 518
nm (verde) para microscopia confocal. O nucleo foi marcado com DAPI (azul).
Aumento de 100x em imerséo.

A FIG 6 mostra que houve maior expressao de IDO nos animais diabéticos do
que nos animais controle, ambos ativados previamente por LPS, tanto por
imunocitoquimica quanto por imunofluorescéncia, conforme indicados pelas setas. O
padrdo de distribuicdo pontual da IDO na periferia celular, observado nos
macrofagos de animais diabéticos ativados com LPS (figura 6D) ndo ocorreu nos
animais controle também ativados (figura 6C), indicando que esta caracteristica se

restringe ao grupo diabético ativado.

A) Diabético + AG ndo ativado

C) Diabético ndo ativado D) Diabético ativado

FIGURA 7 - Comparagao da expressédo de IDO em macrofagos de animais diabéticos tratados e néo
tratados com AG, ativados ou nao por LPS através de imunofluorescéncia.

Macréfagos nédo ativados por LPS de animal diabético tratado com AG

Macréfagos ativados por LPS de animal diabético tratado com AG

Macréfagos nédo ativados por LPS de animal diabético ndo tratado com AG

Macréfagos ativados por LPS de animal diabético ndo tratado com AG

gozz

Fonte: Do autor

Para a imunodeteccao da IDO foi utilizado anticorpo primario anti-IDO (1:50) e

secundario especifico (1:50) marcado com FITC que fluoresce em 518 nm (verde)
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para microscopia confocal. O nucleo foi marcado com DAPI (azul). Aumento de 100x
em imers&o.

Para avaliarmos o efeito do tratamento com a aminoguanidina sobre a
expressdo de IDO realizamos o ensaio de Imunofluorescéncia de macréfagos
peritoneais de animais diabéticos tratados e ndo tratados com AG (FIG 7).
Observamos que praticamente nado houve diferenca na propor¢cao de células
expressando IDO entre os grupos com e sem tratamento, porém no que diz respeito
a ativacao por LPS, os animais diabéticos ativados, tratados ou n&o, mostraram
padrdao mais pontual de distribuicdo de IDO, com preferéncia pela membrana celular
(FIG 7B e FIG 7D), enquanto que nos animais controles a IDO apresenta-se de
forma mais difusa por toda a célula (FIG 7A e FIG 7C).

Demonstramos que a localizagao desta enzima é diferente quando ativamos
as células e esta diferencga de localizagao pode estar relacionada com uma alteracao

na fungao celular.
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FIGURA 8 - Esquema da marcagdo de IDO nos macréfagos peritoneais dos animais diabéticos,
tratados ou néo tratados com AG, com e sem a ativagéo pelo LSP.
Fonte: Adaptado de OKADA, S. S. 2010.

O verde representa a marcacao de IDO, os circulos representam as vesiculas
ou granulos, marcados ou nao pela IDO. Observa-se além de IDO dispersa no
citoplasma uma maior concentracdo da enzima dentro de vesiculas quando as

células estao ativadas.

4.7.3 Efeito da ativagdo de macrofagos por LPS na expressédo de IDO por Dot blot
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Além dos ensaios de imunofluorescéncia e imunocitoquimica realizamos o
ensaio de Dot blot para avaliar a expressao da IDO em animais diabéticos ativados
ou ndo com LPS e comparagdo com animais controles nao diabéticos ativados ou
nao com LPS.

Através de Dot blot avaliamos a expressao da enzima IDO e observamos um
aumento na expressao da IDO devido a condicao diabética em relagao aos animais

controle, e este aumento foi mais evidente nos animais ativados pelo LPS.

Controle Controle Diabético Diabético
Ndo Ativado Ativado Ndo Ativado Ativado

FIGURA 9 - Expressédo de IDO por Dot blot em macréfagos peritoneais de animais dos grupos
controle e diabético, ativados ou nado por LPS. Imagem representativa de 3
experimentos realizada em duplicata (n=8/grupo).

Fonte: Do autor
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GRAFICO 16 - Expressdo de IDO por Dot blot em macréfagos peritoneaias de animais dos grupos
controle e diabético, ativados ou n&o por LPS. Letras minusculas diferentes significam que houve
diferenca estatistica.

Fonte: Do autor

Os dados da literatura ainda sdo controversos sobre o papel que a IDO
exerce no DM. Evidéncias suportam a hipotese de que a IDO possa contribuir com

um conjunto de mecanismos que atrasam a progressao dessas doengas restaurando
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a tolerancia imune #2. Demonstrou-se que durante o tratamento com inibidor de DO,
1-metil-triptofano (1MT), a progressdo do DM1 acelera ®. Nesta mesma linha, foi
demonstrado também que a inibicdo da IDO com 1MT aumentou significativamente
a les3o renal glomerular "°,

Estudos recentes tém demonstrado maior sobrevivéncia em longo prazo e
viabilidade de ilhotas singénicas expostas a fibroblastos expressando IDO em
modelo animal diabético ®. E dados de outros estudos tém fornecido evidéncias
encorajadoras para o tratamento do DM1 com IDO expressa por Células de Sertoli
encapsuladas .

Diante do exposto, nota-se que o real papel da IDO em condigcdes normais e
em condigdes patologicas ainda € bastante conflitante. Desta forma, novos estudos
sobre a natureza exata da IDO nos mecanismos de patogenicidade do DM sé&o
necessarios.

Neste trabalho, observamos um incremento da IDO na condicdo de
hiperglicemia, principamente quando houve a ativagdo pelo LPS. Desta forma,
sugerimos que a IDO pode vir a se tornar um marcador em potencial da morbidade

do diabetes.
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5 CONCLUSAO

- No estado diabético houve um aumento da formagao dos produtos finais de
glicagdo avangada (AGEs), conforme esperado, em relagdo aos animais
controle, o que validou o nosso modelo experimental.

- A aminoguanidina (AG) inibiu a formacgéo dos AGEs.

- A ativagdo dos macréfagos peritoneais pelo LPS aumentou a atividade de
expressao de IDO nos trés grupos experimentais (diabético, diabético + AG e
controle).

- Macroéfagos peritoneais de ratos diabéticos apresentam maior conteudo de
IDO do que ratos controle.

- Os AGEs nao tiveram influéncia na atividade e expressao da IDO, pois a
inibicdo da glicagao pela aminoguanidina nao alterou a modulagdo da enzima.

- O estado diabético por si s6 aumentou a atividade e expressao de IDO, tanto
nos macrofagos peritoneais quanto no homogenato de cérebro, porém por
mecanismos independentes da concentracao dos AGEs, ja que nao houve
diferencas na modulacdo de IDO entre diabéticos tratados com AG e

diabéticos ndo submetidos ao tratamento.

Estes achados sugerem que IDO tem consideravel potencial para a avaliagao

em novas estratégias terapéuticas para o DM.
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