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RESUMO

Paula CC. O efeito benéfico do exercicio fisico contra a destruicdo de células f em
modelo murino de DML [dissertacdo]. Sdo Paulo: Universidade de S&o Paulo, Instituto de
Ciéncias Biomédicas; 2019.

Diabetes mellitus do tipo 1 (DM1) é uma doenca autoimune causada por um ataque especifico
as c¢lulas B pancredticas pelo sistema imune, instaurando um quadro de hiperglicemia, com
necessidade de insulina exdgena para sobrevivéncia do individuo.. A longo prazo, alguns
efeitos colaterais podem surgir quando o tratamento com insulina ndo conduzido
adequadamente, por isso outras terapias como dieta e exercicio sdo indicados. O exercicio
fisico aumenta a captacdo de glicose independente de insulina pela musculatura esquelética,
reduz o estresse oxidativo e melhora a produ¢do de insulina pelas células B, melhorando a
viabilidade e fungdo de células B. Estudos reportam uma funcdo enddcrina para o musculo
esquelético, através de imunomoduladores como a interleucina 6 (IL-6) que provoca uma
cascata de eventos anti-inflamatérios. A 1L-6 parece mediar os efeitos protetores do exercicio
nas células B através do crosstalk entre o mtsculo esquelético e as células f. Tendo em vista
que o0 exercicio é uma estratégia terapéutica para tratamento de DM1, e que é capaz de induzir
na musculatura esquelética a producdo e secrecdo de fatores anti-inflamatdrios, buscamos
avaliar o potencial efeito benéfico do exercicio na sobrevivéncia e manutencdo da funcédo de
células B em modelo animal experimental de DM1, induzido por doses multiplas e baixas de
estreptozotocina (MLDZ). Utilizamos 32 camundongos machos da linhagem C57BL/6J
divididos em: grupo Controle, Diabético, Treinado e Treinado Diabético. Os animais
treinados fizeram 60 min./dia de corrida a 70% da velocidade maxima, 5 dias por semana
durante 3 semanas. A inducdo ao DM1 aconteceu ap6s a fase de treino, por 5 dias
consecutivos e a glicemia plasmatica foi monitorada ao longo do estudo. O pancreas dos
animais foi coletado e a presenca e distribuigdo de células B e a (insulina e glucagon), a taxa
de proliferagdo (PCNA) e a inducdo da morte e inflamagdo em células da ilhota (ativacéo de
NF-kB) foi avaliada. Também buscamos compreender se os efeitos do exercicio observados
em ilhotas pancreaticas seriam devido a producdo de IL-6, para isso utilizamos a linhagem
celular INS-1E e avaliamos o efeito de IL-6 quando essas células sdo exposta a IL-1f + IFNy.
Observamos que o exercicio foi capaz de proteger parcialmente os camundongos da
hiperglicemia induzida por MLDZ, assim como a perda de células p funcionais, reducéo da

inflamacg&o nas ilhotas e da morte de células B (diminuigdo da ativacdo de NF-kB). Além



disso, em animais treinados observamos um aumento na marcagdo para PCNA em células
presentes nas ilhotas (proliferacdo dessas células). Apesar desses efeitos benéficos observados
in vivo, o tratamento com IL-6 na linhagem celular INS-1E aumentou a morte induzida por
IL-1B e INFy, indicando que outros fatores produzidos pela musculatura esquelética durante o
exercicio fisico, aléem de IL-6, devem estar presentes para que os efeitos benéficos sejam
observados nas células 3. De maneira geral nossos dados indicam que o exercicio pode ter um
grande impacto na plasticidade das células na ilhota, e que podem levar a uma diminuicéo da
inflamagao local ¢ morte de células B, além de possivelmente induzir re-aparecimento células
B apds destrui¢do induzida por inflamagao.

Palavras-chave: Diabetes mellitus tipo 1, exercicio fisico, citocinas pro-

inflamatorias.



ABSTRACT

Paula CC. The beneficial effect of physical exercise against the destruction of 3 cells
in murine model of DML1. [thesis]. Sdo Paulo: Universidade de S&o Paulo, Instituto de
Ciéncias Biomédicas; 2019.

Type 1 Diabetes Mellitus (DM1) is an autoimmune disease caused by a specific attack on
pancreatic B cells by the immune system, establishing a hyperglycemia, requiring exogenous
insulin for survival. In the long run, some side effects may arise. when insulin treatment is not
conducted properly, other therapies such as diet and exercise are indicated. Physical exercise
increases insulin-independent glucose uptake by skeletal muscle, reduces oxidative stress, and
improves insulin production by B-cells, improving B-cell function and viability. Studies report
an endocrine function for skeletal muscle, through immunomodulators such as interleukin 6
(IL-6), which causes a cascade of anti-inflammatory events. IL-6 appears to mediate the
protective effects of exercise on B-cells through crosstalk between skeletal muscle and B-cells.
Considering that exercise is a therapeutic strategy for the treatment of DM1 and that it is
capable of inducing in the skeletal muscles the production and secretion of anti-inflammatory
factors, we sought to evaluate the potential beneficial effect of exercise on the survival and
maintenance of p-cell function in an experimental animal model of DM1, induced by multiple
and low doses of streptozotocin (MLDZ). We used 32 male mice of the C57BL / 6J lineage
divided into: Control group, Diabetic, Trained and Diabetic trained. The trained animals did
60 min./day of running at 70% of maximum speed, 5 days a week for 3 weeks. Induction to
DM1 occurred after the training phase for 5 consecutive days and plasma glucose was
monitored throughout the study. The pancreas of the animals was collected and the presence
and distribution of B and a cells (insulin and glucagon), proliferation rate (PCNA) and
induction of death and inflammation in islet cells (NF-«xB activation) were evaluated. We also
sought to understand if the effects of exercise observed on pancreatic islets were due to IL-6
production, for that we used the cell line INS-1E and evaluated the effect of 1L-6 when these
cells are exposed to IL-1P + IFNy. We observed that the exercise was able to partially protect
the mice from MLDZ-induced hyperglycemia, as well as loss of functional B cells, reduction
of islet inflammation and B-cell death (decreased NF-kB activation). In addition, in trained
animals an increase in PCNA labeling is observed in islet cells (proliferation of these cells). In
addition, IL-6 and IL-6 inhibit IL-1p and IL-6 and IL-1p and IL-6, respectively, must be
present for beneficial effects to be observed on B-cells. Overall, our data indicate that exercise

may have a major impact on the islet cell plasticity, which could lead to a decrease in local



inflammation and B-cell death, in addition to possibly induce re-emergence of B-cells after
destruction induced by inflammation.

Keywords: Type 1 diabetes mellitus, physical exercise, proinflammatory cytokines.



INTRODUCAO

O Diabetes mellitus (DM) compreende um grupo de doencas metabdlicas, de
etiologia maultipla, caracterizada por hiperglicemia cronica com alteracdo no metabolismo de
carboidratos, lipideos e proteinas como resultado de defeitos na secrecéo de insulina, acdo da
insulina ou ambos (1)(2).

Diabetes mellitus do tipo 1 (DM1) é a classificacdo dos casos de DM oriundos de
uma doenca autoimune cronica com forte componente inflamatorio (3),(4) que causa um
ataque especifico das células B pancreaticas pelo sistema imune (5)-7). As ilhotas s&o
invadidas por células mononucleares em uma reacdo inflamatdria, com contato direto com
macrofagos ativados e células T e exposicdo a mediadores como citocinas, instaurando o
quadro de insulite, que contribuiu para a diminui¢do no nimero total de células B (6)(7).
Mediadores inflamatérios como quimiocinas e citocinas, amplificam a resposta imune contra
células B pancreaticas (8-10) o que resulta em morte e disfungéo celular via a ativacao de dois
principais fatores de transcricdo: NF-xB ¢ STAT-1. Além de controlar o processo de morte e
disfuncdo celular, NF-kB também controla redes génicas que modulam o fendtipo
diferenciado das células f pancreaticas e atracdo de células do sistema imune (6).

A auséncia do hormdnio insulina proveniente da perda das células B leva ao quadro
de hiperglicemia e hipoinsulinemia, e consequente alteracdo no metabolismo e utilizagdo da
glicose (1),11-13). O DML representa de 10 a 15% dos casos de Diabetes mellitus e sua
incidéncia vem crescendo mundialmente (1).

O tratamento recomendado é pautado na administracdo de doses diarias de insulina
exogena (1), e apesar de bem-sucedido, exige autocontrole e disciplina, entdo terapias sdo
associadas a esse tratamento afim de melhorar o tratamento e minimizar a incidéncia de
mortalidade e morbidade no DM1 por complicac6es (1),(8). Sendo assim, preconiza-se dieta e
exercicio fisico aliado ao tratamento medicamentoso.

Estudos demonstram que o exercicio fisico é capaz de aumentar a captacdo de
glicose independente de insulina, pela musculatura esquelética (9), reduz o estresse oxidativo
e melhora a produgao de insulina pelas células  pancreaticas (9).

Tem sido reportada em varios trabalhos uma funcdo enddcrina para o musculo
esquelético (10) onde durante o exercicio fisico imunomoduladores s&o produzidos, como a
interleucina 6 (IL-6), uma citocina pleiotropica importante do sistema imunoldgico (11). A
IL-6 quando secretada durante o exercicio fisico via contracdo muscular, estimula a secrecao

de outras citocinas anti-inflamatorias como IL-1Ra (antagonista do receptor da interleucina-1)



e a IL-10 (interleucina-10) e inibe a producdo de citocinas pro-inflamatorias como TNFa
(12,13).

Recentemente a IL-6 tem sido associada a sobrevivéncia da célula B, exposta a
condicgdes pro-inflamatorias (14)(15), porém os mecanismos moleculares envolvidos nessa
protecdo ainda ndo foram totalmente elucidados. Essa protecéo parece envolver a inibicdo da
ativagdo de vias controladas por STAT1 e NF-kB, diminuindo a ativagdo do estresse de RE
(16)).

Visto que o exercicio fisico € uma estratégia terapéutica para o tratamento de DM1 e
que é capaz de induzir na musculatura esquelética a producdo e secrecdo de fatores anti-
inflamatorios, buscamos avaliar o potencial efeito protetor do exercicio fisico na prevencédo
e/ou retardo no desenvolvimento do DM1 em um modelo experimental de camundongos,
induzida por doses mdltiplas e baixas de estreptozotocina (MLDZ). Para isso avaliamos a
presenga de células B e a, o grau de proliferagio e ativagdo de NF-kB em ilhotas pancreéticas
por imunomarcagdo de pancreas para insulina, glucagon, PCNA e NF-kB nuclear,
respectivamente. Para avaliar se os efeitos benéficos observados in vivo seriam devido a
secrecdo de IL-6 pela musculatura esquelética durante o exercicio fisico, como outros
trabalhos sugeriram (10),(17)(18), avaliamos in vitro o efeito da pré-exposicdo de linhagem
de células B a IL-6 sobre a ativagdo da expressdo de iNOS, uma via conhecidamente pro-
apoptdtica induzida em células B ativada por exposi¢do a IL-1p ¢ IFN-y (10,18-22). Nossos
esforcos foram para elucidar os mecanismos moleculares envolvidos nessa modulacdo que
possam ser desencadeado por sinais produzidos durante o exercicio fisico pensando em novos
avangos terapéuticos na prevencdo da destruicdo das células B pancredticas, portanto, para a

sobrevivéncia da célula B durante 0 desenvolvimento do DM1 e/ou em transplantes de ilhotas.



CONCLUSOES

O treinamento fisico atua na prevencéo e/ou retardo no desenvolvimento do DM1 em
modelo animal experimental induzido MLDZ, age no reequilibrio da homeostase glicémica
em camundongos diabéticos, e também provoca modificagfes estruturais quantitativa e
qualitativamente no tecido pancreatico em modelo animal experimental de DML induzido
MLDZ. O efeito benéfico nas ilhotas pancredticas, pode ter um grande impacto na
plasticidade das células na ilhota, prevenindo a perda de células p funcionais, aumentando a
proliferacdo de células das ilhotas pancreéticas e diminuicdo da inflamac&o local e morte de
células B, além de possivelmente induzir re-aparecimento células  ap6s destruicdo induzida
por inflamacdo. Esse efeito ndo parecem estar exclusivamente ligados a secrecdo de IL-6,
tendo em vista que in vitro, exposicdo de células & essa citocina torna as células INS-1E
mais sensiveis a morte induzida por citocinas pro-inflamatérias IL-1p e INF-y. O que indica
que possivelmente outros fatores oriundos do exercicio fisico estejam envolvidos na protecdo
celular observada em outros estudos.

Devido a grande complexidade dos mecanismos envoltos na fisiopatologia do DM1 e
a gravidade da patologia, faz-se necessario aperfeicoar o entendimento dos mecanismos
moleculares envolvidos na modulacdo do exercicio no tecido pancreético, pensando em novos
avancos terapéuticos para a sobrevivéncia da célula B pancreética e a melhorar o tratamento
do DML1.
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