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RESUMO

No modelo experimental referente a linhagem de camundongos NOD (non obese
diabetic) a manifestacdo do diabetes autoimune é espontaneo semelhante ao
observado em humanos, o qual se desenvolve entre a 12% e 24® semana de vida com
prevaléncia variavel nas diversas colonias, entre 60-90% em fémeas e 0-20% nos
machos. Os estudos dos mecanismos autoimunes do diabetes sugerem o desequilibrio
entre as populacdes de linfécitos Th1 e Th2 com predominio do fendtipo Th1 com
mecanismos efetores que levam a apoptose da célula B produtora de insulina Inimeros
trabalhos sugerem que a apoptose das células B esteja associada a manifestacéo do
diabetes tanto em modelos experimentais como em humanos. Componentes
apoptéticos como Fas/Fas-L, IL-1B, IFN-y e TNF-o tem sido associados aos
mecanismos efetores da apoptose das ilhotas.

Gangliosideos podem bloquear de forma seletiva a produgéo de citocinas pro-
inflamatérias como IFN-y e TNF-o (Th1) inibindo desta forma, a proliferacéo de linfécitos
T. Por outro lado, citocinas antiinflamatérias como IL-4 e TGF-B podem ter sua sintese
estimulada por estes compostos.

No presente trabalho, investigamos o efeito do tratamento de gangliosideos (Gwm1,
Gb1a, Gp1, Gr1b) SObre a incidéncia do diabetes mellitus e da insulite em camundongos
NOD. Foram monitorados os niveis glicémicos, os aspectos morfolégicos (indice de
infiltrado, imunoistoquimica para deteccdo de subpopulacdes de linfocitos T CD4",CD8"
e macrofagos-CD11), a expressdo génica de citocinas, moléculas apoptoticas e anti-
apoptéticas e niveis séricos de citocinas IL-12, IL-4, TGF-B, TNF-«, IFN —y.

Os resultados sugerem que a administracdo de gangliosideos a partir da 42
semana de vida do animal impede a manifestagcdo do diabetes, modula o infiltrado
inflamatdrio preservando células B, diminui a resposta Th1 em ilhotas e eleva os niveis
séricos de citocinas antiinflamatdrias como IL4 e TGF, além de induzir a morte celular
em linfocitos. Assim, o0 desenvolvimento de estudos adicionais dirigidos aos
mecanismos de acdo de gangliosideos na manifestacdo do diabetes autoimune, é
relevante e fundamental para estratégias de tratamentos mais efetivos.
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ABSTRACT

The B cells destruction on diabetes type 1 autoimmune knowledge was derivative
from NOD (diabetic non obese) mouse as experimental model, which have
demonstrated great potential for drugs or immunotherapy’s study. In this model, the
diabetes manifestation occurs spontaneously like the observed in human, among 122-
242 week of life. The prevalence could be varied from 60-90% in females and 0-20% in
males. The autoimmune mechanism study suggests the imbalance between Th1 and
Th2 response with predominance Th1 phenotype (IL-1B, TNF-«, IFN-y). Thus, it was
necessary the study of the Th1 and Th2 cytokines related to autoimmunity of the
diabetes in NOD mouse. Moreover, it believed that apoptosis of the B cells it was
associated with the diabetes manifestation in both human and experimental models. In
such studies Fas/Fas-L were related with 1L-1, IFN-y and TNF-a as effectors molecules
of the cell death pancreatic islets.

Gangliosides can block, in a selective manner, the pro-inflammatory (Th1)
cytokines production like IFN-y and TNF-a and inhibit the T cells proliferation. However,
these compounds can stimulate the synthesis of anti-inflammatory cytokines, like IL-4
and TGF-B.

In the present work, we analyze the effect of the gangliosides (Gm1, Gp1a, Gpib,
Grp) treatment on diabetes mellitus manifestation in NOD mice. The glucose levels,
injury index, CD4, CD8 and CD11 immunohistochemical labeling, cytokines and
apoptotic related molecules gene expression analyses and IL-12, IL-4, TGF-B, TNF-«
and IFN-y detection by immunoassay, were monitored.

Our results showed that the ganglioside treatment from 4th week of life prevents
the onset of autoimmune diabetes, the inflammatory infiltrate installation. Th1 response
can be suppresses by these compounds by the increase anti-inflammatory cytokines
and the T cell apoptosis induction, besides the B cells preservation. Therefore take

together these results reinforce the immunomodulatory action of gangliosides treatment
on the diabetes mellitus manifestation.
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1. INTRODUGAO




1.1. O Diabetes Mellitus

O diabetes mellitus é definido como desordem metabdlica de multipla etiologie
caracterizada por hiperglicemia cronica, que afeta o metabolismo de carboidratos
lipidios e proteinas, resultante do déficit de producdo e/ou ac¢do da insulina (WHO
1999). Considerando-se as caracteristicas etioldgicas do diabetes mellitus e seus
mecanismos desencadeantes, essa doencga € classificada em quatro tipos: a) DM tipo1
b) DM tipo 2; c¢) Outros tipos especificos de Diabetes, inculindo Diabetes secundario ot
associado a outras patologias; d)DM gestacional. (The expert Committee on the
Diagnosis and Classifiction of Diabetes Mellitus.2002).

O inicio do DM-1 autoimune €, na maior parte das vezes, agudo, acometendc
mais freqUentemente criangas e adolescentes (EISENBARTH, 1986). Nessa doenca ¢
observada infiltracdo progressiva de células mononucleares nas ilhotas pancreaticas
com destruicdo seletiva de células B produtoras de insulina, resultando na deficiénci:

desse hormoénio. Outras células pancreéticas do sistema enddcrino, como as células ¢

produtoras de glucagon ou células & produtoras de somatostatina ndo s&o afetadas
(KIKUTANI e MAKINO, 1992).

A origem autoimune do DM-1 foi sugerida por BOTTAZZO et al, (1974) ¢
plenamente estabelecida. Os autores descrevem auto-anticorpos circulantes
denominados anticorpos anti-célula da ilhota ou ICA (“islet-cell antibodies”). Os ICA sac
detectados precocemente antes da manifestagdo clinica do gdiabetes e Ssa
considerados marcadores imunolégicos do DM-1 sem efeito patogénico diretc

(PALMER et al., 1981).
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No DM-1 ocorre destruicao seletiva das células B das ilhotas pancreaticas com
presenca de clones auto-reativos de linfocitos T, sugerindo que o processo inflamatdrio
autoimune seria decorrente da perda da tolerancia de linfécitos a determinados
constituintes desta célula (ROSSINI et al., 1993; SCHWARTZ et al., 1993).

Estudos em humanos e modelos experimentais murinos sugerem que células T
CD4" do subtipo Th1 estdo diretamente envolvidas no ataque a alvos da ilhota através
da secrecdo de citocinas pro-inflamatérias com recrutamento de células T CD8"
citotoxicas. Por outro lado, a secregcao de citocinas secretadas pelo subtipo Th-2
protege a instalagdo da doenca (RUGGLES et al., 2004).

Até o momento, foram identificados diversos auto-antigenos na patogénese
auto-imune do DM-1, incluindo: Insulina (IAA), descarboxilase acido glutamico (GAD® e
GAD®") presentes em 85-90% dos individuos com DM-1, proteina tirosine fosfatase-like
( ICA 512/IA-2) e proteina de choque térmico-60 (ATKINSON et al., 1992; DURINOVIC-
BELLO et al., 1996; HARRISON et al., 1992; HONEYMAN et al., 1993; KELLER, 1990).

A proteina 65kD (GAD - descarboxilase acido glutamico) encontrada na
membrana das células B € um dos principais marcadores do DM-1 humano. Esta
enzima converte o acido glutamico em acido y -aminobutirico (GABA), o principal
neprotransmissor inibitério do sistema nervoso central. O GAD é expresso no sistema
nervoso central e periférico, ilhotas pancreaticas, células epiteliais, do tubo de falépio e
espermatozoéides (BAEKKESKOV et al., 1990; ERLANDER e TOBIN, 1991; KIM et al.,

2002; LIEBERMAN e DILORENZO, 2003).

17



Antigenos diversos das células B sdo expressos no sistema neuroenddcrino,
reforcando a conexdo autoimune entre ilhotas e sistema nervoso. As ilhotas de
Langerhans séo circundadas por células de Schwann, marcadas pela expressdo de
S100B e GFAP (glial fibrillary acidic-protein) (SUNAMI et al., 2001) e demonstradas nos
camundongos NOD por WINER et al., (2003). Estes autores verificaram que o actimulo
de células T nas ilhotas ocorre inicialmente nas células de Schwann que circunda as
ilhotas. Com o avango da insulite, aparentemente essas células de Schwann sao
destruidas.

O papel do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) na predisposicdo
genética ao DM-1 esta estabelecido com a associacdo dos genes I* e I com a
manifestacdo do diabetes. Esses genes estariam associados ao desenvolvimento do
DM-1 por meio da expressao de mecanismos envolvidos na selecdo positiva de clones
de linfocitos auto-reativos no- timo (presenca de alelos de suscetibilidade); pela
auséncia de selegdo negativa no timo (falta de alelos protetores para delir clones auto-
reativos) e, ainda pela auséncia de anergia periférica de clones auto-reativos (gradiente
de afinidade do MHC com o complexo peptideo/TCR e auséncia de linfocitos T
supressores restritos ao MHC) (ATKINSON, 1997; NEPOM e ERLICH, 1991).

Diversos autores propdem que fatores de agressdo variados, como citocinas
liberadas por linfécitos T considerados efetores moleculares e transdutores de sinais
imunes atuem na destruicao da célula B pancreatica (CORBETT et al., 1993; EIZIRIK et
al., 1996; EIZIRIK e MANDRUP-POULSEN, 2001; EIZIRIK et al., 1993; POCIOT et al.,
1994). Tais proteinas mediariam o processo inflamatédrio local, alterando a funcéo das

celulas B e contribuindo para a destruicdo das ilhotas pancreaticas. Entretanto, por ser o

18



estudo da imunopatogénese do diabetes em humanos limitada, destacamos a
importancia da utilizacdo de modelos animais geneticamente predispostos a essa

doenca, como os ratos da linhagem BB (Bio-Breeding) e os camundongos da linhagem

. NOD (diabético nao obeso).
1.2. Modelos Experimentais de Diabetes Espontaneo autoimune

1.2.1 Ratos Bio-Breeding (BB)

O rato BB é reconhecido como modelo esponténeo de diabetes auto-imune
descoberto no Canada por NAKHOODA et al.,, (1977), sendo denominado inicialmente
como BB/DP (diabetes prone). Esses animais desenvolvem DM espontéaneo entre 82 e
162 semanas de vida. Nao ha dimorfismo sexual quanto a manifestagdo do diabetes,
ocorrendo tanto em machos quanto em fémeas e a incidéncia da doenca varia nas
diversas coldnias estabelecidas no mundo, variando entre 40 a 70% O estabelecimento
clinico do diabetes mellitus nos ratos BB é precedido por periodo de pré-diabetes
caracterizado por insulite, onde se verifica a presenga de anticorpos séricos anti-ilhota
pancredtica. A infiltracdo de células inflamatérias nas ilhotas pancredticas desses
animais é constituida principalmente de linfécitos T CD4" e CD8", podendo-se encontrar

macroéfagos e linfocitos B (SEEMAYER et al., 1982).
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Além disso, esses animais desenvolvem outras doengas autoimunes, como
tiroidite, e expressam niveis séricos elevados de auto-anticorpos 6rgado especificos
como anti-tireoglobulina, anti-mucosa gastrica e anti-musculo liso (YALE e MARLISS,

1984).

1.2.2. Camundongo NOD (diabético ndo obeso)

A linhagem de camundongo NOD representa modelo experimental descrito por
MAKINO et al., (1980), que desenvolve espontaneamente diabetes mellitus autoimune
semelhante aquele observado em humanos. Essa linhagem foi desenvolvida no Japéo,
apos o cruzamento de uma sub-linhagem CTS (propensa a catarata) com linhagem néo
consanguinea ICR. O primeiro relato de DM-1 espontaneo foi observado em apenas um
camundongo fémea e a partir de cruzamentos seletivos de sua prole, a linhagem NOD
isogénica foi estabelecida em 1980 no Laboratério SHHONOGI ABURAHI como modelo
animal para o DM-1 (MAKINO et al., 1980).

A colénia NOD/Shi demonstrou prevaléncia de diabetes entre 70-80% para
fémeas e 20% para machos. Contudo, diferengas na manifestacdo do diabetes entre
diversas coldnias tém sido relatadas (POZZILLI et al., 1993). Fatores ambientais como
dieta e exposicao a virus tém sido consideradas causas das diferengas nas incidéncias.

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

laboratério INSERM U-25-Necker, Paris, Francga.
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Diferente do modelo BB, o DM-1 clinico o NOD desenvolve-se espontaneamente
entre a 16° e 24® semanas de vida, mais freqlientemente em fémeas. polidipsia,
politiria, glicosuria elevada, hiperglicemia e deficiéncia de insulina sdo observadas
nestes animais, acompanhados de rapida perda de peso (MAKINO et al., 1980). A
remiss&o espontanea é rara e a morte dos animais diabéticos ocorre apés 4 ou 8
semanas da manifestacdo da doenga. A prevaléncia do diabetes varia nas diversas
colénias, entre 5 a 90% nas fémeas e 0 a 50% nos machos. Na colénia NOD/Uni
estabelecida na Unicamp e mantida pelo Centro de Bioterismo da Unicamp (CEMIB) em
condicdes livres de patdgenos (SPF), apresenta prevaléncia de diabetes entre 60 a
90% nas fémeas e 5 a 20% nos machos.

O diabetes clinico nesses animais é precedido por uma fase pré-diabética
(insulite), caracterizada pela infiltragéo progressiva de células mononucleares (insulite)
nas ilhotas pancreaticas (inicialmente linfocitos T CD4* e posteriormente linfocitos T
CD8"), que se inicia ao redor do primeiro més de vida. A segunda fase é caracterizada
pela destruicdo das células B produtoras de insulina e manifestacdo do diabetes
(KIKUTANI e MAKINO, 1992).

A maioria das células mononucleares infiltradas no interior das ilhotas
pancreaticas € representada por linfécitos T com fenédtipo Th -1. Contudo, pode-se
verificar, em menor extens&o, a presenca de linfocitos B, macréfagos e células natural
Killer (NK) (KAY et al., 1997; WONG e JANEWAY, 1997). Embora a maioria das células

infiltradas sejam linfécitos T CD4", linfocitos T CD8* também s3o observados.
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Durante o desenvolvimehto da doenca no camundongo NOD células CD4" e
CD8"* exercem papel sinérgico, uma vez que o diabetes apenas se desenvolvera na
presenca de ambos os subtipos (WONG e JANEWAY, 1997). Portanto, linfécitos T
CD4" podem ter papel essencial, ndo somente no inicio da insulite, como também na
progressdo do diabetes. Foi verificada que sua eliminacdo através da utilizacéo de
anticorpos monoclonais anti-CD4* suprime a insulite e, consequentemente, o
aparecimento do diabetes no camundongo NOD (SHIZURU et al., 1988). Linfécitos
CD4" sao predominantemente observados na fase precoce da infiltragéo (peri-insular),
onde s3o requeridos nos processos de expansdo clonal através da producgio de IL-2 e,
dessa forma, aumentado a ativac&o de linfécitos T CD8* (WONG e JANEWAY, 1997). A
proporgéo de células CD8" no infiltrado de populagédo T cresce substancialmente com o
tempo na destruicdo das células produtoras de insulina (BEDOSSA et al., 1989).
Entretanto, existem evidéncias do papel dos linfécitos T CD8" na fase efetora final da
patogénese do diabetes, independente da presenca de linfocitos T CD4" (NAGATA et
al,, 1994; WONG et al., 1996). Dentre os mecanismos de destruicdo das ilhotas
pancreéticas esta a capacidade dos linfécios CD8" exercerem fungéo citotéxica através
da liberagéo de granulos de perforinas e granzimas, bem como inducdo de apoptose
através da interacdo Fas/Fas-L (CHERVONSKY et al., 1997; EIZIRIK e MANDRUP-
POULSEN, 2001; INGELSSON et al., 1998).
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Tanto no camundongo NOD como em humanos, vérios auto-antigenos foram
estudados, mas somente o anticorpo anti-insulina (IAA) pode ser detectado com alta
especificidade e sensibilidade em ambas as espécies (EISENBARTH e JASINSKI,
. 2004).

Os linfocitos T auto-reativos demonstram ter papel crucial no aparecimento do
diabetes nesses animais (TISCH e MCDEVITT, 1996) e a ineficiéncia de sua eliminagio
pode contribuir para a manifestacéo da doenca. Assim, observou-se que a prevencao
do DM espontaneo no camundongo NOD pode ser obtida através da timectomia
neonatal. Além disso, em camundongos NOD/nude (atimicos), verifica-se reduc&o da
incidéncia de insulite sem manifestacdo do diabetes. Complementando essas
observacbes, trabalhos prévios relataram que a administracio de imunossupressores
com fung@o direcionada preferencialmente para linfécitos T e administragdo de
anticorpos anti-CD3" (HAYWARD e SHREIBER, 1989) sdo capazes de suprimir a
ocorréncia do DM autoimune espontaneo (BACH, 1994; KAY et al., 1997: O'REILLY et
al.,, 1991; WONG e JANEWAY, 1997).

Muitos estudos tém demonstrado que o DM-1 pode ser induzido através da
transferéncia de células recém isoladas de bago de camundongos NOD diabéticos para
camundongos NOD jovens n&o diabéticos, camundongos NOD irradiados e
camundongos NOD-SCID, os quais ndo desenvolvem diabetes (MILLER e SHEVACH,
1998; ROHANE et al., 1995; WONG e JANEWAY, 1997).

No conjunto, essas observagdes envolvendo a participacdo dos linfocitos T na
insulite e na evolug@o do diabetes tém reforgado, direta ou indiretamente, a hipétese da

etiologia autoimune. Contudo, apesar de experimentos envolvendo o camundongo NOD
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fomecerem evidéncias do papel chave de substancias mediadoras da destruicdo das
células B produzidas por linfécitos T CD4" e CD8", a presenga de mecanismos efetores

finais apoptdticos pelos quais essas células sdo destruidas.
1.3. Imunorregulag¢ao, Citocinas e Destruicdao das Illhotas Pancreaticas

A apresentacao dos auto-antigenos especificos das células B pancreéticas pelos
macréfagos e/ou células dendriticas para as linfocitos TCD4" em associagdo com as
moléculas de MHC de classe || € o primeiro passo para o desenvolvimento e
manifestacéo da doenca autoimune. Macréfagos ativados secretam IL-12 que, por sua
vez, estimulam linfocitos T CD4+ tipo Th1 a secretarem IL-2 e IFN-y e, este Ultimo, ativa
outros macrofagos residuais a liberarem IL-1B8, TNF-o. e radicais livres toxicos para as
células B (YOON et al 1998)

A resposta imune é coordenada por linfécitos T auxiliares (Th-T Helper), cujas
funcdes diferem de acordo com o estimulo antigénico e condigdes do compartimento
onde ocorre a resposta. Desta forma, os linfécitos Th s&o subdivididos em Th1,
caracterizados pela expressao local de citocinas especificas como IL-2, IFN-y e TNF-.
e Th2 (IL4,IL-5 e IL-10 A resposta Th1, genericamente, manifesta-se nas doencas
autoimunes mediando a inflamagdo através da resposta imune celular, representade
por linfocitos T citotdxicos, “natural killer” e macréfagos. Por outro lado, o fendtipo Th-2
direciona a resposta imune humoral liberando localmente citocinas IL-4, IL-5, IL-6e IL-
10 (RABINOVITCH, 1998). No contexto dos possiveis mecanismos envolvidos nas
desordens auto-imunes, o desequilibrio entre as populagdes de linfocitos Th1 e Th2
com predominancia do fenétipo Th1 parece ter substrato na fisiopatologia da quebra de

tolerancia e reagdes auto-imune que ocorrem na linhagem de camundongos NOD.
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A hipétese na qual a destruicio das células B ocorre quando ha predominio de
citocinas do tipo Th1 sobre Th2 é proveniente de experimentos de imunidade passiva
empregando-se linfocitos CD4" de camundongos NOD, tratados pela administragio de
super-antigenos incorporados a adjuvante completo de Freund (CFA). A transferéncia
destes linfocitos para animais NOD com 2 semanas de vida evitou a ocomréncia do
diabetes, em virtude de provavel desvio da resposta imune de Th1 para Th2, devido a
acdo do super-antigeno, com liberagdo de citocinas antiinflamatérias (IL-4, IL-10)
(KAWAMURA et al., 1993; QIN et al.,, 1993). Postulou-se, que os mecanismos deste
tipo de protecdo envolveriam ag&o seletiva sobre certas sub-populacdes linfocitarias T
CD4* desviando a resposta imune de padrdo Th1 para Th2 com ampliagéo da resposta
humoral, modulando a resposta celular no sentido de retomo a homeostasia imune.

O padrao de resposta observado tanto em pacientes quanto nos camundongos
NOD e ratos BB com DM-1, sdo marcados pelo predominio de citocinas caracteristicas
da resposta Th1 (HARTEMANN-HEURTIER et al, 1999; RABINOVITCH, 1998;
VENTURA-OLIVEIRA et al., 2002). Acredita-se que ocorra, ainda, o envolvimento direto
de linfécitos com propriedades efetoras sobre as células B pancreaticas (células alvos)
resultando na liberagdo de mediadores sollveis responsaveis pelo processo
inflamatoério local contribuindo para a destruicao das ilhotas (BRADLEY et al., 1999;

CAMPBELL et al., 1988; GURLO et al., 1999; PUKEL et al., 1988).
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No campo expen'mental,v diversos autores tém estudado os efeitos in vitro de
citocinas como IL-1B, TNF-«c, TNF-B e IFN- utilizando ilhotas isoladas de modelos
animais. Nas ilhotas pancreaticas recém isoladas, os efeitos dessas citocinas tém sido
amplamente estudados, (RABINOVITCH, 1998; RABINOVITCH e SUAREZ-PINZON,
1998; RABINOVITCH et al., 1994) mostrando que s&o capazes de isoladamente inibir a
liberagdo de insulina pelas ilhotas pancreaticas e, combinadas, de induzir a
fragmentac&o do DNA e destruicdo das células B pancreaticas (IWAHASHI et al., 1996;
RABINOVITCH, 1998; RABINOVITCH e SUAREZ-PINZON, 1998; RABINOVITCH et al,
1994). Contudo, é possivel que estudos in vitro ndo representem a magnitude da
fisiopatologia da lesdo pancredtica que ocorre in vivo. A simples presenca da citocina
na les&o da insulite ndo identifica seu papel na patogénese do DM-1, uma vez que esta
pode ter fungdo pro-inflamatéria, ou antiinflamatéria (RABINOVITCH e SUAREZ-
PINZON, 1998).

No camundongo NOD, a expressao de IFN-y nas ilhotas foi relacionada com a
insulite destrutiva (MUIR et al., 1995; RABINOVITCH et al., 1994; TOYODA et al., 1994;
VENTURA-OLIVEIRA et al, 2002). Essa citocina, assim como TNF-8, tem sua
expressao aumentada de forma consistente com o envelhecimento dos camundongos
NOD sugerindo que a destruicdo da ilhota e a manifestagdo do DM-1 associam-se com
o aumento da secrecdo dessas citocinas pelas células do infiltrado inflamatério (HIRAI
et al., 2000). Reforcando a importancia de estudos experimentais in vivo, pode-se

observar em experimentos de expressdo transgénica de IFN-y, em células B de

camundongos normais, o papel citotéxico do IFN-y associados a ocorréncia da insulite
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mediada por células imunes, destfuic;éo das ilhotas pancreaticas e manifestacdo do
DM-1 (SARVETNICK et al., 1990).

Diversos mecanismos tém sido propostos para explicar os efeitos citotoxicos das
. citocinas nas ilhotas pancreaticas, induzindo a liberagéo de éxido nitrico, precedendo a
lesdo do DNA e ocasionando a destruicdo de células beta (GURLO et al., 1999;
RABINOVITCH, 1998; RABINOVITCH e SUAREZ-PINZON, 1998; RABINOVITCH et al.,
1994; THOMAS et al., 2002). Sendo assim, pode-se sugerir que a destruicdo das
células B ocorre por apoptose onde a fragmentacdo de DNA tipica tem sido observada
em ilhotas pancredticas tratadas com a combinagdo de IL-18, TNF-« e IFN«y
(RABINOVITCH et al., 1994, SUAREZ-PINZON et al., 1999; THOMAS et al., 1999;
YAMADA et al., 1996).

Baseando-se em experimentos com camundongos NOD, outros mediadores
mostraram-se capazes de efetuar a destruicdo das células B, entre eles: contetidos
granulares das células T CD8", como perforinas e granzimas, moléculas de superficie
como Fas, Fas-L, TNF-R e outros membros da familia TNF, reconhecidos por induzir a
fragmentagcdo do DNA causar mudancas morfolégicas caracteristicas da apoptose
através de sinalizacdo de receptores que envolvem a ativagdo de proteases ou
caspases (INGELSSON et al., 1998; THOMAS e KAY, 2000). Desta forma, de acordo
com os dados experimentais expostos por esses autores, fica demonstrado que o -
controle da resposta imune € multiplo e, provavelmente, depende da somatdria de
efeitos de varias citocinas que constituem compartimento propicio para a destruicdo das

ilhotas pancreaticas.
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1.4 Gangliosideos

Os gangliosideos s&o glicoesfingolipides complexos, formados por cadeia de
oligossacaridios, contendo pelo menos um agticar acido ligado a ceramida (esfingosina
+ acil CoA). Estes glicoesfingolipides que s&o &cidos hidrossolliveis componentes
normais das membranas celulares. A cadeia oligossacaridica do gangliosideo pode
variar em composi¢cdo, porém a seqiiéncia basica compreende quatro sacarideos.
Vérios residuos de &cido sidlico sdo ligados a cadeia de carboidrato, sendo que o
residuo sialico predominante é o acido N - acetiineuraminico (NANA). A porcédo
oligossacaridica dos gangliosideos € muito complexa, contendo pelo menos um residuo
de acido N - acetilneuranimico (acido sialico), que se encontra ionizado em pH 7,0 e
apresenta carga negativa.

Na molécula individual do gangliosideo, o nimero e a posi¢ao dos residuos de
acido sialico sdo variaveis o que deu origem ao método para classifica-los:

Monossialotetraexosilgangliosideo contém uma unidade NANA (Gu1)

Dissialotetraexosilgangliosideo contém duas unidades NANA, ligadas em
posicoes diferentes (Gp1a, Gpib).

Trissialotetraexosilgangliosideo apresenta trés unidades NANA, ligadas em
posicdes diferentes (Grip).

Tetralotetrexosilgangliosideo apresenta quatro unidades NANA, ligada em

posicdes diferentes (Gg).
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Quinze ou mais tipos de gangliosideos estdo presentes nas membranas
plasmaticas das células de vertebrados. Encontram-se assimetricamente distribuidos,
sendo a porgao dos oligossacarideos expostos na superficie de membrana e a porcao
de ceramica inserida na camada de lipidio da membrana. Estao presentes em todos os
tipos de células do sistema nervoso, entretanto com maior concentragio nos neurdnios,
representando 10% da quantidade total de lipidios ligados nas membranas.

Embora os gangliosideos sejam encontrados principaimente na membrana
plasmatica, também s&o intracelulares onde estdo parcialmente ligados as organelas
responsaveis pelo frafego intracelular e metabolismo. Os carboidratos geraimente
presentes nos gangliosideos sdo: Glicose, Galactose, N acetilglicosamaina ou N acetil
galactosamina e, em poucas estruturas, frutose (LEDEEN e YU, 1982; TETTAMANTI e
RIBONI, 1994).

Podem atuar na protecéo das membranas contra condi¢gdes drasticas (pH baixo
e presenca de enzimas que degradam as células), alteragéo da concentracdo dos ions
de Ca™ na superficie da célula e participacdo no processo de reconhecimento celular
(ALBERTS, 1994). Os gangliosideos s&o considerados componentes importantes para
diversos processos bioldgicos, participando da regulacio, do reconhecimento e adesdo
intercelular, proliferacdo, morfogénese, diferenciagdo, neuritogénese, apoptose e
transformagdo oncogénica. Como receptor e co-receptor de varias substancias
bioativas como horménios e citocinas, atuam na tradugio de sinais para o meio
intracelular (MAHONEY e SCHNAAR, 1997).

Considerando os diferentes mecanismos pelos quais os gangliosideos podem

associar-se as células, a alterag&o de seu perfil em um determinado tipo celular poderia
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resultar na modulagéo das propriedades de superficie, atividades enzimaticas e funcdo
de outros tipos celulares, os gangliosideos podem ser considerados como um tipo de

citocina (BERGELSON, 1995).

1.4.1 Gangliosideos e seu Potencial Imunomodulador.

Gangliosideos podem inibir tanto a proliferagdo quanto a atividade dos linfocitos
T LADISCH et al, (1984); MERRITT et al, (1984), OFFNER et al, (1987)
Particularmente, MERRITT et al., (1984) verificaram que gangliosideos foram capazes
de inibir a proliferacao de linfocitos T citotéxicos dependente de ‘interleucina 2 (IL-2) in
vitro. OFFNER et al., (1987) mostraram que estas moléculas induzem alteragdes na
orientacdo molecular de CD4 presente dos linfécitos Th atuando como moduladores do
sistema imune. Evidéncias sugerem que estes compostos podem inibir a ativagéo e
diferenciacdo de linfécitos T, a expressdo da molécula de CD4 e a proliferacdo de
linfécitos B e T, mondcitos, macréfagos e células NK (CHU e SHAROM, 1995;
DOZMOROV et al., 1997; OFFNER et al., 1987).

Além disso, estes compostos atuam como receptores e co-receptores para
muitos agentes bioativos como citocinas, horménios, toxinas e virus. Estdo envolvidos
ainda, na diferenciacdo e reconhecimento celular, na interagdo entre células e na
regulacéo do crescimento (BERGELSON, 1995).

Presentes em grandes quantidades nas células tumorais e no sistema nervoso
central, gangliosideos estdo associados a imunossupresséo observada nestes tecidos
(MASSA, 1993; RAVINDRANATH et al., 2001).

Gangliosideos podem bloquear de forma seletiva a produ¢do de citocinas proé-

inflamatoérias como IFN-y, TNF-a e IL-2 (Th1) e, desta forma inibir a proliferacdo de
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células T impedindo a entrada desta célula no ciclo celular. Por outro lado, citocinas
anti-inflamatérias como IL-4, IL-10 e TGF-B podem ter sua sintese estimulada por estes
compostos (IRANI et al., 1996).

A funcdo de gangliosideos na indugdo da apoptose n&o esta totaimente
esclarecida, contudo o acumulo de gangliosideos esta associado a apoptose mediada
por Fas e ceramidas pela associacdo gangliosideo-mitocondria, levando a ativacdo de
caspases através da liberacdo de fatores apoptogénicos (DE MARIA et al., 1997;

GARCIA-RUIZ et al., 2000).

1.4.2 Gangliosideos e Diabetes Autoimune

A hipotese do envolvimento dos gangliosideos no desenvolvimento do diabetes
autoimune recebeu importante subsidio a partir de evidéncias que a natureza do
antigeno alvo do anticorpo anti citoplasma das células de ilhota (ICA) corresponderia a
um sialogliconjugado (NAYAK et al., 1985). Posteriormente, (COLMAN et al., 1988)
verificaram que uma fragao de monogangliosideo extraido de pancreas humano inibiu a
ligacdo do ICA em cortes de pancreas obtidos ao criostato e processados
imunoistoquimicamente.

BRETZEL et al (1990) observaram que a adi¢cdo de gangliosideos (Gm1, Gpia,
Gow, Grin) @ culturas de ilhotas pancreaticas de ratos Lewis (RT1) destinadas ao
transplante em ratos Bdll (RT1), reduziu sign'rﬁcativamentg o0 numero de células que
expressam o Complexo Principal de Histocompatibilidade Classe la (MHC la) sem

alterar o numero daquelas que expressam o MHC |. Além disso, a adicdo destes

compostos as culturas prolongou o tempo de sobrevida das ilhotas transplantadas em
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20% dos receptores. Essas observagdes reforcam a hipdtese do papel modulador d:
atividade imunoldgica dos gangliosideos e subsidiam a investigagdo de seu emprego n:
terapéutica dos distarbios imunolégicos LADISCH et al, (1984). Baseados ness:
premissa WILBERZ et al., (1988) trataram camundongos NOD com gangliosideo:
objetivando o estudo de seu efeito sobre a incidéncia do diabetes mellitus nestes
animais. Estes autores verificaram que a incidéncia da doenca diminuiu nas fémeas
tratadas a partir da 4° semana de vida e nos machos. Contudo, o tratamento con
gangliosideos ndo reduziu a ocorréncia da perivasculite precursora da invasdo das
ilhotas de Langerhans pelas células inflamatdrias.

PAPACCIO et al, (1993) mostraram que a administracdo continua de
gangliosideos em camundongos NOD fémeas, a partir da 5% a 212 semanas de vida
reduziu o aumento gradual da glicemia, retardando assim a instalacdo do diabetes
clinico. Contudo, curiosamente, estes autores relataram ndo terem encontradc
diferenga significativa entre os animais tratados e os animais controle quanto ac
aparecimento da insulite e da sua progressdo. Além disso, na opinido dos autores os
dados obtidos neste trabalho ndo seriam suficientes para provar a eficacia da acac

terapéutica dos gangliosideos sobre a instalagdo e progresso do diabetes mellitus.
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1.5. Apoptose e a Destruicdo das Illhotas Pancreaticas

A destruicao das células B pancreaticas no diabetes tipo 1 geralmente é aceita
como sendo consequéncia de reagdes autoimunes nestas células disparada por fatores
genéticos e ambientais. Acredita-se que esta destruicdo ocorra por morte celular
programada apoptose (EIZIRIK e MANDRUP-POULSEN, 2001; MANDRUP-POULSEN,
2003).

Dentre os eventos que podem ser verificados na apoptose, ressaltamos as
mudangas morfoldgicas, alteragdes bioquimicas e expressdo de marcadores
moleculares (GERSCHENSON e ROTELLO, 1992). A principal caracteristica da
apoptose € a retracdo celular, em virtude da condensagéo citoplasmatica, compactacéo
das organelas celulares, picnose nuclear e formacéo de massas de cromatina ao redor
da membrana nuclear.

Durante o processo apoptéticb ocorre a ativagao de endonucleases, que clivam a
cromatina, constituindo no padrdo bioquimico mais caracteristico deste processo. Na
membrana plasmatica das células apoptéticas encontram-se numerosas vesiculas
denominadas de corpos apoptéticos que contém fragmentos nucleares e organelas
intactas que sdo rapidamente fagocitados pelas células vizinhas ou macréfagos, sem
causar reagdes inflamatdrias nas células vizinhas (GAVRIELI et al., 1992).

Nas células T, especificamente nos linfécitos CD4", a morte celular programada
ou apoptose & consequéncia da interacdo de duas moléculas expressas na superficie
de células ativadas, designadas Fas (APO-1/CD95) e Fas-L (CD95L). A interagéo
Fas/Fas-L resulta em traducdo de sinais citoliticos intracelulares levando a morte

apoptética (VAN PARIJS e ABBAS, 1996).
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As principais vias moleculares/ efetoras da apoptose envolvem as moléculas Fas
(APO-1/CD95) Fas-L (Fas-Ligante), Fator de Necrose Tumoral (TNF), Receptor dc
Fator de Necrose Tumoral TNF-R, Caspases e Bcl-2 (GRANVILLE et al., 1998).

@) sistema TNF/TNF-R funciona basicamente da mesma maneira que o sistemz
Fas/Fas-L, ou seja, apds a interacdo do ligante com seu receptor, ocorre no interior da
célula, transformagdo bioquimica com ativagdo de diversas enzimas conduzindo &
apoptose.

Varios trabalhos foram realizados na tentativa de estudar a influéncia do Fas nz
inducao da apoptose no processo de insulite e destruicdo das ilhotas pancreaticas.
SUAREZ-PINZON et al., (2000), verificaram a expressao de Fas associado a expressao
de citocinas pro-inflamatérias (IL-1B, TNF-« e IFN«y) em ilhotas transplantadas.
Contudo, em estudos adicionais, esses autores observaram que o aumento da
expressdo de Fas, na maioria das células B de camundongos NOD nao estava
associado a manifestacdo do diabetes. APOSTOLOU et al., (2003) reforcaram estes
achados ao observarem que camundongos Fas deficiente desenvolvem diabetes

autoimune.
1. 6 Citocinas e Fatores de Crescimento - TGFpS, NGF e IGF-I

O Fator de transformacgéo de crescimento (TGFB) é produzido por muitos tipos
celulares, incluindo macréfagos e linfocitos ativados, e possuem receptores em varios
tipos celulares. Em humanos, ocorre a expressdo de pelo menos trés formas de
TGFB1,2 e 3. S4o produtos de genes separados, entretanto todas as trés formas ligam-
se a cinco tipos de receptores de superficie celular de alta afinidade. Experimentos em

camundongos Knockout indicam que as trés formas de TGFB sado essenciais para
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confirmar seu papel imunorregulador. Esta citocina possui efeito anti-proliferativo em
varios tipos celulares incluindo macréfagos, células endoteliais e linfocitos T e B. Além
disso, suprime a producao da maioria das linfocinas e monoclinas e reduz a expressao
celular de proteinas MHC classe Il e receptores de IL-1(STITES et al., 2000).

Em estudos de tolerancia oral com insulina visando o retardo e/ou a prevencéo
do diabetes em camundongos NOD a expressdo de citocinas inibitorias entre eles o
TGF-B encontra-se aumentada, enquanto que a expressdao das citocinas pro-
inflamatérias estava diminuida. (ZANG et al., 1991).

Fatores de crescimento semelhante a insulina (IGF-I e IGF-ll) estdo implicados
no crescimento e na diferenciacdo das fibras nervosas, e a presenca de receptores
para IGF foi demonstrada em neurdnios, células de Schwann e ganglios. IGF | e Il sdo
reguladas por insulina e através do nivel glicémico. Assim, uma das consequéncias da
diminuicéo de insulina é a redug&o no nivel de IGF | (VINIK, 1999). |

~ O Fator de Crescimento Neural (Nerve Growth Factor NGF) faz parte de uma
familia de fatores de crescimento chamados de neurotrofinas com amplo espectro de
atividades como vasodilatagdo, motilidade intestinal e nocicepgdo. A diminuicdo da
sintese de NGF no diabetes parece estar envolvida na patogénese da degeneracéo das
fibras pequenas, que tém papel importante na sensagdo térmica e dolorosa (VINIK,

1999).
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1.7 Janus-quinase (JAKs) - Transdutores de Sinais e Ativadores de

Transcricao (STATs) para citocinas.

Avanco importante para o entendimento dos possiveis mecanismos da regulagao
de células pelas citocinas tém sido a identificacdo e caracterizacdo das vias de
sinalizagdo como a via JAK-STAT (DARNELL et al., 1994; IHLE, 1996; TANIGUCHI et
al., 1995). Esta via representa sistema rapido de sinalizagdo membrana-nuicleo e
esclarece parcialmente a base para a especificidade dos sinais que sao induzidos pelas
diferentes citocinas.

Citocinas e fatores de crescimento ligam-se a receptores na superficie celular,
ativando vias de sinalizacao de tradugao, as Janus quinases (JAKs), e ativadores de
transcricdo STATs, promovendo respostas variadas, incluindo alteragdes na fungéo
celular, crescimento e diferenciagdo. Tais efeitos sdo mediados através da modulacéo
da expressao dos genes alvo (LENARDO, 1997).

Nos mamiferos foram identificados 4 tipos de Jaks: Jak1, Jak2, Jak3 e Tyk2. A
expressao destas proteinas estd aumentada nas células NK e timécitos, com excecéo
da expressdo da Jak3 que estd limitada a algumas células, como: células
hematopoiéticas, e as presentes na musculatura lisa ,vascular e no endotélio (IHLE,
1996). As Jaks possuem dois dominios denominados pseudoquinase e quinase.
Diversos segmentos homoélogos foram reconhecidos entre as Jaks. (JH) recebendo
nomenclatura analoga aos dominios Src (SH) da familia PTKs. Sete regides-JH (JH1-
JH7) foram descritas, com exce¢éo da regido JH 1 ou dominio catalitico, as demais

regides s&o pouco conhecidas.
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A sinalizaca@o do IFN o/ reqﬁer Jak 1 e Tyk 2, assim como IFN y requer Jak 1,
Jak 2 (DARNELL et al, 1994; MULLER et al., 1993; WATLING et al., 1993) e os
horménios de crescimento e eritropoietina ativam Jak2 (ARGETSINGER et al., 1993;
. DARNELL et al., 1994; MULLER et al., 1993; WITTHUHN et al., 1993), a IL-6 ativa Jak
1, Jak 2 e Tyk 2 (STAHL et al., 1994) e Jak 3 é ativada por citocinas cujo receptores
contém yc (IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 e IL-15).

As Stats sao proteinas citoplasmaticas que formam dimeros intermoleculares
apo6s a fosforilagao da tirosina com subsequente translocagéo ao ndcleo onde ativam
genes alvo (DARNELL et al.,, 1994). Nos mamiferos as 7 proteinas Stats conhecidas
sdo: Stat 1, Stat 2, Stat 3, Stat 4, Staba, Stat 5b e Stat 6 (FU, 1992; HOU et al., 1995;
LIN et al, 1996; ZHONG et al., 1994). Contudo, hoje sabemos que Jaks e Stats
medeiam respostas de ampla variedade de citocinas e fatores de crescimento. A
traducao de sinal usada pela IL-12 via Jak-Stat & a melhor caracterizada. O tratamento
de linfocitos T humanos com IL-12 induz a rapida tirosina fosforilacao de dois membros
da familia Jak tirosina quinase, Jak2 e Tyk2, implicando estas quinases na imediata
resposta bioquimica a IL-12 (BACON et al,, 1995; ZOU et al, 1997). Além disso,
evidéncias tém mostrado que IL-12 induz a fosforilagcdo de Stat4 em linfocitos ativados.
(BACON et al., 1995; CHO et al., 1996). Assim, o entendimento de sua producéo e
sinalizacao reveste-se de interesse para entendermos os mecanismos envolvidos na .

resposta imunes presente nas varias patologias.
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2. OBJETIVOS




Objetivos Gerais

Estudar os efeitos do tratamento da mistura de gangliosideos (GM1,

GD1a, GD 1b, GT1b)
Objetivos Especificos:
Avaliar:

1. Manifestacédo do diabetes em camundongos NOD tratados com mistura

de gangliosideos e seus respectivos controles.
2. Estadiamento do infiltrado celular (grau de lesdo) na ilhota pancreatica.
3. Incidéncia do diabetes e indice de infiltrado da ilhota pancreéatica.

4. Dindmica da expressado génica de componentes apoptoéticos (Fas, Fas-
ligante e Bclw) citocinas (IL18, IL-12, TNFa e IFN y) e fatores de

crescimento (IGF-1 e NGF) em ilhotas pancredticas e células

esplénicas.
5. Expressao de citocinas séricas 1L4, IL12, TNFa ,IFN y e TGFB.

6. Ativacao da via Jak-Stat
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3. MATERIAL E METODOS




3.1. Animais

Os camundongos utilizados neste estudo eram obtidos da colénia NOD
~ proveniente do INSERM U-25, Hospital Necker (Paris, Franga), implantada e mantida
pelo Centro de Bioterismo da Unicamp (CEMIB) a partir de 1994, em condicbes livres
de patégenos especificos (SPF) (PAVIN e ZOLLNER, 1994).

A frequéncia cumulativa do DM-1 clinico esponténeo registrado na colénia
NOD/Uni com 25 semanas de idade, se mantém ao redor de 85% entre as fémeas e da
5 a 20% entre os machos, revelando-se similar a da colénia de origem Protocolos
utilizados neste trabalho foram aprovados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagéo

Animal (COBEA).

3.2. Grupos Experimentais e Tratamentos

Camundongos NOD/Uni fémeas provenientes do Cemib/Unicamp eram mantidos
em condigdes livres de patdgenos especificos com controle de luz, temperatura e
umidade em biotério de experimentacdo no Laboratério de Imunologia & Alergia
Experimental (LIAE), recebendo agua e ragédo padrao autoclavadas ad libitum. (tabela1

p 38)
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Os grupos experimentais eram estabelecidos como a seguir:

Protocolo1: Avalia¢do escalonada - temporal

Tratamento diario com a mistura de gangliosideos: Gu1(21%), Gp1a(40%),Gp1
(19%) (SINAXIAL®: gentiimente fomecido pela TRB PHARMA) na dose de 150 mg/Kg
i.p) e de salina: 0.9% estéril para estudo da expressao do diabetes, génica e sérica de
citocinas em ilhotas e células esplénicas e em soro respectivamente,dosagem de
insulina no soro ,estudo morfolégico(fenotipificacdo, apoptose,insulina e glucagon). Ac
final das 28 semanas de protocolo experimental, os animais eram sacrificados, oL
quando apresentassem glicemia >250 mg/diL(13,9 mMol) em duas dosagens

consecutivas (ITOH et al., 1997; JUN et al., 1999; VENTURA-OLIVEIRA et al., 2002).



Tabela 1. Grupos experimentais empregados, respectivos tratamentos e doses
utilizadas, freqliéncia da administragdo, via utilizada e sacrificio. O grupo 10 foi
utilizado como controle da incidéncia do diabetes.

Grupos N° animais-idade Tratamento/Dose via Tempo de

' estudo e

sacrificio
1-GGS 10- 4 semanas Gangliosideos/150mg/kg/dia i.p 08 semanas
2-GGS 10- 4 semanas Gangliosideos/150mg/kg/dia i.p 12 semanas
3-GGS 10- 4 semanas Gangliosideos/150mg/kg/dia i.p 16 semanas
4-GGS 10- 4 semanas Gangliosideos/150mg/kg/dia i.p 20 semanas
5-GGS 10- 4 semanas Gangliosideos/150mg/kg/dia i.p 28 semanas
6-Salina 10- 4 semanas Salina 0,9%/dia/100ulL/dia ip 8 semanas
7-Salina 10- 4 semanas Salina 0,9%/dia/100ul/dia i.p  12semanas
8-Salina 10- 4 semanas Salina 0,9%/dia/100uL/dia i.p 16 semanas
9-Salina 20- 4 semanas Salina 0,9%/dia/100uL/dia i.p 20 semanas
10-Salina 21-4 semanas Salina 0,9%/dia/100uL/dia i.p 28 semanas
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Protocolo 2: Avaliagdo da via de sinalizacao JAK-STAT

25 camundongos fémeas da linhagem NOD eram mantidas nas mesmas
condi¢cdes sanitarias relatadas anteriormente sem nenhum tratamento até a idade de €
semanas. Esses animais eram sacrificados para o estudo dos efeitos da mistura de

gangliosideos sob a via de sinalizagdo JAK-STAT.

3.3. Diagnéstico do Diabetes e Sacrificio dos animais

A ocorréncia do diabetes mellitus era monitorada em todos os animais a partir da
sua retirada do CEMIB. As glicemias eram realizadas semanalmente em jejum através
de glicosimetro Prestige LX® (Home Diagnostic, EUA) retirando-se amostra de sangue
da veia caudal do animal. Os animais eram considerados diabéticos apés confirmacac
da hiperglicemia por dois dias consecutivos e através de glicosimetro com valores de
glicemia>250 mg/dIL(13,9 mMol) (estabelecido no Laboratério de Imunologia e Alergia
Experimental e em concordancia com ITOH et al., 1997).

Os animais diagnosticados diabeticos, eram anestesiados com tiopental sédico
2,5% (Thiopentax®, Cristélia — Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA) (15 a 30mg/kg
de peso corporeo). O sangue periférico era coletado através de puncgéo cardiaca e era
transferido para tubo plastico de 1,5 ml (livre de RNAse) para centrifugac@o e posterior
separacéo de soro. Apos este procedimento, realizava-se a remogao do pancreas e ou
das ilhotas juntamente com a retirada do bago, o qual era acondicionado em tubo de

vidro estéril contendo solu¢do tamp&o de Hank (Sigma, EUA).
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O péancreas era depositadovem cépsulas contendo meio de inclusdo O.C. T
(Tissue Tek® Miles — EUA) e rapidamente congelados em nitrogénio liquido, sendo
conservados em bio-freezer a - 80°C até processamento histolégico para estudo
. morfoldgico e imu'noistoquimico, empregando-se cortes obtidos em criostato (Leica, CM

1850 Alemanha).
3.4 Dosagem de Insulina

As concentracdes de Insulina sérica eram obtidas através de dosagem pelo

método de radioimunoensaio (SCOTT et al., 1981).

3.5. Analise Morfolégica

A avaliagdo histolégica dos pancreas era realizada nos pancreas de 05 animais
de cada grupo, tratados e controles tinha como objetivo analisar os aspectos
morfoldgicos das ilhotas e caracterizagéo do grau de insulite.

Os pancreas dos animais de cada grupo experimental eram transferidos e
posicionados no suporte do criostato (Leica CM1850) de maneira a se obter a maior
area possivel de corte. Os espécimes eram coletados em série de quatorze cortes
consecutivos de 5um de espessura e depositados em laminas histolégicas previamente
silanizadas (y Methacryl-Oxipropil -Methoxysilane - Sigma St Louis, EUA).

ApdOs a obtencdo da primeira série, o pancreas era desbastado 300um e, a
seguir, outra série de quatorze cortes era igualmente processada. Repetia-se este
procedimento outras seis vezes obtendo-se os conjuntos de laminas representados no

esquema 1 (. p. 43).
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As laminas n°® 1, 8, 15 e 22 - obtidas através de criocortes eram coradas pela
técnica da hematoxilina e eosina e observadas em microscopio 6ptico (Axioscope,
Zeiss, Darmstad-Germmany), permitindo detectar a presenca de infiltrado inflamatério em
toda extens&o do 6rgéo. Os cortes nos quais se evidenciava a presenca de infiltrado
inflamatorio eram classificados segundo o grau de insulite apresentado e o nimero total
de ilhotas Langerhans contados. As laminas subsequentes eram utilizadas para a
caracterizagao linfocitaria. Deste modo, para fenotipificacéo do infiltrado celular através
da técnica de imunoistoquimica (CD4") eram utilizadas as laminas n°.: 2, 9, 16 e 23,
(CD8" eram utilizadas as laminas ne.: 3, 10, 17 e 24, (CD11) eram utilizadas as laminas
n°: 4,11, 18 e 25.

A classificacao utilizada nas ilhotas pancredticas, segundo o grau de insulite
apresentado, era realizada seguindo adaptagbes aos critérios propostos por
PAPACCIO et al., (1993); SIGNORE et al., (1989) e adaptado no LIAE VENTURA -
OLIVEIRA et al., (2000)

0 = ilnota normal, na auséncia de infiltrado.

1 = peri-insulite, presencga < 25% de infiltrado ao redor e no interior da ilhota.

2 = insulite moderada, 25 - 80% da ilhota invadida pelo infiltrado.

3 = insulite invasiva, > 80% da ilhota invadida pelo infiltrado. Ocupagao extensiva da ilhota.

4 = insulite destrutiva, invas&o total da ilhota pelo infiltrado.
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As ilhotas eram contadas e classificadas por grau de insulite, em trés planos de
cortes diferentes por 6rgao. Os resultados eram representados pela média e desvio
padrao referente a relagdo do numero de ilhotas de cada grau/total de ilhotas contadas
por animal, para cada grupo experimental, e calculava-se o indice de leséo, segundo a

formula (LEITER, 1997):

[=(0XNg) + (1 X N1) + (2 X No) + (3 X N3) +(4 X Na)

4 X (No+ Nq + Not N3 + Ny)
indice = 1 destruicao total da ilhota
0, 1, 2, 3 e 4 representa os diferentes graus de insulite (como descrito
anteriormente) € No, N1, N2, N3 € N4 0 numero total de ilhotas com seus respectivos

graus de infiltrag&o.
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Esquema 1 - Representacédo do procedimento para a obtencdo dos conjuntos

de cortes analisados para estudo morfolégico, quantitativo e Imunoistoquimica
das ilhotas pancreaticas.
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3.6. Imunoistoquimica

3.6.1.,CD4" e CD8" CD11

Para a fenotipificagdo do infiltrado inflamatério nas ilhotas pancreaticas para
linfécitos T CD4". CD8" e macréfagos. CD11. As laminas selecionadas para (CD4%)
eram dé n°: 2 9 16 e 23, (CD8" eram utilizadas as laminas n°.: 3, 10, 17 e 24, (CD11)
eram utilizadas as laminas n°: 4 11 18 e 25 provenientes de cortes histologicos
congelados.

A técnica empregada era de imunofluorescéncia indireta (Zeiss, Axioscop,
Alemanha). O anticorpo secundario foi acoplado a biotina, permitindo a fixacido de
varias moléculas de estreptoavidina -FITC, a fim de se amplificar o sinal. As laminas
apos previa fixagdo em acetona durante 10 minutos, eram lavadas uma vez em solucéo
de salina fosfatada tamponada (PBS) e em seguida os cortes eram incubados em 2,5%
albumina bovina fragédo V (BSA V GibcoBRL, EUA); 2% leite desnatado em pd e 8%
SFB (soro fetal bovino HyClone — Utah, EUA) durante 45 min, para bloqueio de sitios
inespecificos. Aproximadamente 50ul do anticorpo primario anti-CD4(clone H 129.19),
aCD8"(clone 53-6.7) e aCD11(clone M1/70) rato anti-camundongo — BD. (Biociociences
Pharmigen - EUA diluicdo de 1/25), eram adicionados a cada corte e incubados por
toda noite, a temperatura ambiente em camara Umida, protegida de luminosidade. Em
seguida, as laminas eram lavadas seis vezes, durante 5 minutos, em tamp&o solugdo
de PBS. -

As laminas eram ent&o, tratadas novamente com solugéo bloqueio durante 45

min. Em seguida 50ul do anticorpo secundario, biotinilado (Anti-rato IgG,

10ug/mL,VECTOR Laboratories,Inc, EUA) era adicionado e incubado por duas horas
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nas mesmas condicGes descritas anteriormente. As laminas eram lavadas novamente
em PBS seis vezes e montadas em glicerol. Os cortes de pancreas, assim preparados,

eram observados e as imagens capturadas em Sistema (KS 300-Zeiss, Alemanha)

3.6.2 Insulina e Glucagon

A técnica empregada era de imunofluorescéncia indireta. As laminas 6, 13,20 e
27 para insulina e 7, 14, 21,28 dos grupos tratados com gangliosideo salina e
diabéticos para glucagon. Apds prévia fixagdo em acetona durante 15 minutos eram
lavadas trés vezes em PBS e em seguida os cortes incubados em 2,5% albumina
bovina fracdo V; (BSA V GibcoBRL, EUA); 2% leite desnatado em p6 e 8% soro fetal
bovino (SFB HyClone — Utah, EUA) durante 2 horas, para bloqueio de sitios
inespecificos. Aproximadamente 50ul do anticorpo primario anti-insulina (produzido em
coelho) e anti-glucagon (produzido em coelho) (Rabbit polyclonal IgG — Santa Cruz
Biotechnology) eram adicionados a cada corte com diluigdo 1:100 (2 pg/mL) e
incubados por 1 hora em temperatura ambiente, em camara umida. Em seguida, as
laminas eram lavadas trés vezes, durante 5 minutos, em PBS. Entdo, eram adicionados
50ul do anticorpo secundario (1,5 ng/mL) biotinilado com fluoresceina anti-coelho 1gG,
produzido em cabra , (Vector Laboratories Inc., Califomia, EUA) e incubado por duas
horas nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente. Finalmente és laminas foram
lavadas em PBS e montadas em glicerol. Os cortes de pancreas, assim pfeparados,
eram observados e as imagens capturadas em fotomicroscépio (KS 300-Zeiss —

Alemanaha)
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3.6.3 Deteccdo de Apoptose in situ - Técnica TUNEL

A técnica TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase dUTP Nick-End
Labelling) tem sido utilizada na deteccdo e quantificacdo de células apoptéticas. Este
método baseia-se na ligagcéo especifica de desoxiuridina tri-fosfato biotinilada (dUTP)
conjugada com fluoresceina ao terminal 3'-OH do DNA (sitios de quebra de DNA),
catalisada pela enzima Terminal Desoxinucleotidil Transferase (TdT), com subseqiiente
sintese de um heterodimero.

A reacéo de TUNEL era realizada segundo instrucdes do fabricante (“/n Situ Cell
Death Detection Kit’, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha). As laminas 5, 12,19 e
26 dos grupos tratados com gangliosideo salina e diabéticos eram fixadas em
paraformaldeido 4% por 60 minutos a temperatura ambiente, em seguida lavadas em
solugéo salina fosfatada tamponada por e 30 min. Apds a lavagem os cortes eram
submetidos ao blogqueio da peroxidase enddgena por 10 min a temperatura ambiente.
Decorrido o tempo de bloqueio, os cortes eram submetidos a lavagem rapida com PBS
e em seguida, incubados durante 2 min em solugdo permeabilizante (0,1% triton-x em
0,1% de citrato de sédio) mantidos sob gelo.

Apés esta etapa, as laminas eram lavadas novamente em PBS por 2 minutos e
aproximadamente 50uL da reagao TUNEL (solucdo de enzima - TdT; adicionada a
solugédo label - mistura de nucleotideos em tampao) eram adicionados & cada corte e
incubados em camara Umida a 37°C, por um tempo de 60 minutos, protegidos contra
luminosidade.

Ap6s incubacgédo as laminas eram ent&o convertidas para peroxidase com 50puL

de solucao POD (anticorpo anti-peroxidase) por 30 min em camara Umida a 37°C e
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lavadas trés vezes, em PBS. Em seguida os cortes eram cobertos com solucédo de 3,3’ -
Diaminobenzidine contendo 3% de H20», sendo a reagdo acompanhada ao microscopic
optico e bloqueada com agua destilada. Era realizada entdo a contra coloragdo comr
hematoxilina de Harris, sendo os cortes desidratados em sequéncia de alcoois e xilo
para que se procedesse a montagem. A documentagio era feita em fotomicroscopic

(KS 300-Zeizz)
3.7. Isolamento de Células Mononucleares do Bago:

Sob anestesia de tiopental sbédico 2,5% os animais tiveram seus bacgos
removidos assepticamente e colocados em placa de Petri estéril, contendo solugac
salina de Hank (Sigma). Posteriormente, os bagos foram cuidadosamente macerados
utilizando-se peneiras estéreis (Sigma). A segui}, as células foram lavadas em solugac
salina de Hank (Sigma) e centrifugadas por 10 minutos, a 1500 rpm, processo este
repetido por trés vezes. As células do bago assim obtidas foram destinadas pare

analise de citocinas e extracao de RNA total.

3.8. Isolamento de ilhotas

As ilhotas eram isoladas seguindo-se a técnica originalmente descrita poi
MOSKALEWSKI (1965), aplicada a pancreas murino por LACY e KOSTIANOVSKY
(1967), com algumas modificagdes introduzidas por BOSCHERO et al., 1981, ¢
adaptacgdes, quanto ao tempo de reacio e concentracao de colagenase, realizadas nc
nosso laboratério VENTURA-OLIVEIRA et al., (2002) visando melhorar o rendimento.

conforme descricdo a seguir.



Animais dos grupos tratados com gangliosideos e salina ao completarem as
idades estipuladas (8, 12, 16, 20 e 28 semanas de vida) eram anestesiados utilizando-
se Thiopental sédico 3% (15 a 30mg/kg de peso corpdreo). As cavidades abdominal e
toracica eram abertas e 0 pancreas localizado. Apos distensdo e seu isolamento dos
outros 6rgaos, o pancreas eram infundido com solu¢do de Hank contendo 2mg/mi de
colagenase (Sigma.) através de seringa de 1ml até o seu intumescimento. A seguir, o
6rgao era removido e transferido para uma placa de Petri onde sofria fragmentacgéo
suave com o auxilio de tesoura cirurgica delicada. A sqspenséo era transferida para
tubo de ensaio vedado com rolha e encubado em banho térmico a 37°C durante. 15
minutos. Decorrido esse periodo e sob o banho térmico, o tubo era agitado
manualmente por aproximadamente 1 minuto, (tempo este controlado de acordo com o
turvejar do material, indicativo de digestao enzimatica) e mantido por mais 1 minuto em
banho témico para finalizar a digestdo do 6rgdo. Em seguida, o cqhteudo era
transferido para um Becker de 100ml e adicionado Hank gelado até completar volume
de 80ml. Apds intervalo de 2 minutos, aspirava-se o sobrenadante com uma seringa de
vidro de 20ml. Repetia-se este procedimento 3 vezes com a finalidade de separacéo do
tecido adiposo, colagenase e enzimas pancreaticas.

O isolamento das ilhotas era realizado manualmente através de lupa, colocando-
se por volta de 10ml da suspenséo de ilhotas em Hank contendo 2,8mM de glicose e
3mg/ml de albumina em uma placa de Petri com fundo escuro. As ilhotas eram
coletadas por aspiragéo, com auxilio de pipeta Pasteur estirada e tratada com albumina

(solugdo de Hank contendo 10mg/mi albumina). A seguir, eram transferidas para outra
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placa de Petri com fundo escuro com Hank contendo 2,8 mM de glicose e 3mg/ml de
albumina. A partir desta solu¢ao limpida realizava-se uma nova coleta.

As ilhotas coletadas eram transferidas para tubo plastico de 1,5 mL livre de
Rnase, adicionando-se a seguir cerca de 400ul de solugdo preservadora de guanidina-

sarcosil . Esta preparagdo era mantida em bio-freezer a -80°C até a sua utilizago.
3.9 Viabilidade das Ilhotas Pancreéaticas Recém Isoladas

As viabilidades das ilhotas isoladas eram estimadas pelo método de exclus&o dc
corante azul de tripan. As ilhotas isoladas pela técnica de digestdo com colagenase
(descrito acima) eram agrupadas e transferidas para placa de Petri transparente €
observadas através de lupa. Ilhotas que ndo absorveram o corante, permanecendc
opacas eram consideradas viaveis e ilhotas que se apresentavam coradas indicando &
absor¢do do corante pela célula devido ao rompimento da membrana celular eram

consideradas ilhotas inviaveis.

3.10. Extra¢cdo de RNA Total (RNAT)

As amostras de RNA total eram extraidas das células esplénicas e ilhotas,
através do método de Guanidina Tiocianato - Fenol - Cloroférmio CHOMCZNSKI e
SACCHI (1987) adaptado Laboratdrio de Imunologia e Alergia Experimental (LIAE)
conforme descricao a seguir.

As células esplénicas e ilhotas eram respectivamente agrupadas e
homogeneizadas em solucéo de extragdo de RNA, 4M guanidina tiocianato contendo 2-

mercaptoetanol (Sigma) e 0,5% sarcosil pH 7,0. O volume adicional de extragdo guanidina
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(GBL) dependia do nimero de células ou tamanho do tecido. Em geral, utilizava-se 10
volumes de solugao e extragao ao precipitado celular.

Para a separacao das proteinas dos &cidos nucléicos adicionava-se volume igual
de solugéo Fenol: Cloroférmio: Alcool Isoamilico (25:24:1). A seguir, esta mistura era
agitada vigorosamente formando emulsé&o e centrifugada por 5 minutos a temperatura
ambiente, a 10.000 x g, recuperando-se a fase aquosa (superior). Repetia-se a
extracdo com Fenol: Cloroférmio: Alcool Isoamilico até que ndo houvesse proteinas na
interfase.

A retirada do excesso de fenol era realizada pela extragdo com Cloroférmio-
Alcool Isoamilico (24:1). O RNA na fase aquosa era precipitado pela adicdo de 2
volumes de etanol absoluto e acetato de sédio pH 5.2, na concentragao final de 0,3M.
Esta preparagao era mantida a - 80°C por 48 horas.

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

com Dietil Pirocarbamato (DEPC, Sigma) e armazenando a - 80°C.
3.11. Anélise do RNA Total Extraido

A qualidade do RNA total extraido era analisada através da relagdo entre suas
leituras em espectrofotdmetro (Spectramax 190, molecular Devices CA, EUA) nos
comprimentos de onda de 260nm e 280nm. Eram consideradas adequada_\s as
amostras com relacéo entre 1.6 € 1.8.

A quantificacdo do RNA total era feita através da férmula: (densidade dptica a

260nm/0,025) x diluiggo de leitura/1000= RNA pg/pl.
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3.12. Transcricdao Reversa do RNA total Extraido (cDNA)

A sintese do cDNA era realizada a partir de 5ug de RNA total. Para a realizacéc
PCR de transcricao reversa (RT-PCR), adicionava-se a amostra 0,5ul de Oligo d(pt) e
agua ultra pura em quantidade suficiente para 28ul. Aquecia-se os tubos com as
respectivas amostras em termocicladora (GeneAmp® 9700, Perkin Ellmer,CT EUA) por
10 minutos a 65°C e resfriava-se para 4°C por 5 minutos.

Para permitir a ligagdo complementar dos primers ao RNA, adicionava-se 21yl de
solugdo de reagdo (10ul de tampao Super RT, 5ul de dNTP mix 0,5mM, 5ul de DTT
0,1M e 1ul de RNA) seguidos da incubagé&o por 2 minutos a 42°C. Ap6s adigdo de 1pl
de enzima Super Transcriptase reversa (500U), a reacdo processava-se em
termocicladora nas condi¢des: 42°C por 50 mir;utoé, 70°C por 15minutos, resfriamento
da amostra até 4°C. adaptado pelo Laboratério de Imunologia e Alergia Experimental
(BOECHAT et al., 2002).

Apéds a ultima etapa as amostras, com volume de 50ul, eram armazenadas a -

20°C como DNA complementar (CDNA).
3.13. Amplificacdo de cDNA por Reagcao de Polimerase em Cadeia (PCR)

O procedimento padréo de PCR era realizado adicionando-se ao tubo de reacso,
2ul de amostra de cDNA, 100ng de primer §' sense, 100ng de primer 3' anti-sense
(tabela 2 p.58), 45ul de solugdo de reacédo (5ul de tampao Taq polimerase - Thermus
aquaticus DNA polimerase gene (Invitrogen, EUA); 5ul de dNTP mix 5nM, 1,5ul de
MgCl2 50mM e 33.5ul de agua ultra pura) e 1ul de 6leo mineral. Em seguida os tubos

contendo asmisturas de cDNA eram transferidos para termocicladora programada para
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as seguintes condicdes: Desnaturacéo a 94°C por 2 minutos, 80°C por 5 minutos para
aplicagdo de 1pl da enzima Taq polimerase, Pareamento 58°C por 45 segundos,
extensa@o dos primers a 72°C por 90 segundos, desnaturagdo dos primers a 95°C por
45 segundos, 40 ciclos, extens&o final 72°C por 10 minutos, temperatura de espera

4°C. Os produtos dos PCR eram armazenados a -20°C.
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Tabela 2: Os primers utilizados eram desenhados a partir de seqiiéncia disponivel en

banco publico (GenebanK) As sequéncias descritas acima obedeciam & estratégi:
sense e anti-sense:; TNF-a, INF-y; IL-12;IL1 B,NGF,IGF,Fas,Fas-L e Bcl-w) e ciclofilin:
(gene estrutural). pb= pares de bases.

Primer Sense Anti-sense Produt
TNF-a 5 CTTAGACTTTGCGGAGTCCG 3 5 CCCTGTCACTGGACCTGACA 3’ 254pb
INF-'y S5'AAGTGGCATAGATGTGGAAG 3’ SCTGGACCTGTGGGTTGTTGA 3’ 265pb
IL-1B S’AGGCTCCGAGATGAACAA3Z’ S'AAGGCATTAGAAACAGTCC3 450pb
IL-1249 SAGCTTTTGTGACAACCAATAAGAAC 3' 5 CAAACTCACAGAGATCTGCCTG 3' 297pb
NGF STGAAGCCCACTGGACTAAA3’ S’ACCTCCTTGCCCTTGATG 372pb
IGF- 5'GACTTCGGGAGACAACTT3 STCAGGCACTGGGAAATAC3’ 428pb
Fas 5'GGCGATTTTGGGACTTTGTTTCCT 3 5'GCACAGAAGGGAAGGAGTA3 249pb
Fas-L S'CTAGAGGGCCGGACCAAAGGAGACC3’ 5'AGGTGGAAGAGCTGATACATTCCTAATCCC3' 206pb
Bel-w 5'GAGTTTGAGACCCGTTTCCGCCGCACCTTC3 S5AGGTGGAAGAGCTGATACATTCCTAATCCC3 230pb
Ciclofilina 5 GACAGCAGAAAACTTTCGTGC 3 5 GGTTCTGACTCACCGACC T 3 276pb
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3.14. Anélise dos Produtos da Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

por Eletroforese em Gel de Agarose

As amplificacdes dos cDNA através de primers especificos para citocinas eram
analisados através de eletroforese em gel de agarose 1,5%, e revelados com brometo
de etidio, através de excitacdo em UV e documentadas em sistema de documentacéo
fotografica (NucleoVision, Nucleo Tech, CA, EUA). A intensidade das bandas era
analisada por captagcdo da imagem dos géis e submetidos a analise com software
GelExpert®, NucleoTech, CA, EUA. Todas as amostras eram submetidas a dois novos
procedimentos de PCR, objetivando excluir falsos negativos resultantes de erros de
procedimento. -

Preparo de 50ml de gel de Agarose 1.5%:

Agarose 1,5% era preparada em tampao TBE (Acido Bérico/Tris/EDTA/H20
ultrapura) e adicionada de 2ul de brometo de etidio.

Preparo das amostras:

As amostras eram preparadas misturando 8ul de produto de PCR,1,5 pl tampéao
de amostra de PCR GBX( glicerol, azul de bromofenol, xilenocianol e agua ultrapura) e
5,5ul de agua ultrapura. Utilizava-se como tampao de corrida eletroforética Tampao
TBE adicionado de 2ul de brometo de etidio. O padrdo de DNA (DNA marker $X174 RF
Hae Il Fragments Invitrogen) era aplicado em todas as eletroforeses. As condigbes de

eletroforese eram: 45 minutos a 70 volts, 150mA.
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3.15 Analise Semiquantitativa dos Produtos de PCR

A semi-quantificacdo era obtida pela relacdo entre as areas de pixel
determinadas para as bandas correspondentes ao RNA mensageiro em questdo e
aquelas observadas para a ciclofilina (gene estrutural). Os valores foram normalizados
e transformados em Unidades arbitrarias (pixel index) através da seguinte féormula:

Expressdo semiquantitativa (Unidades arbitrarias) = (area de pixel do RNA

mensageiro a ser avaliado/ area de pixel da ciclofilina) x 100.
3.16 Preparo do Extrato de baco (avaliagao da via Jak — STAT)

Anestesiava-se o0 animal com solu¢do de tiopental sédico 2,5% Thiopentax®,
Cristalia — Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA) (15 a 30mg/kg por peso), abria-se
a cavidade abdominal para exposicao da veia cava inferior e aplicavam-se 50ul de
insulina ((3,3nM),100ul da mistura de gangliosideos na concentracdo de 150 mg/kg em
cada animal. Primeiramente foi realizado um “time course” para estipular o melhor
tempo de ativagao para cada tirosina quinase analisada. Assim, utilizou-se os tempos
de 0, 90 segundos, 3, 10 e 15 minutos. Como controle de ativagio utilizamos a insulina
e o tempo de 3 min (SAAD et al., 1995) injetamos 50 uL de solucdo fisioldgica 0,9%
como tempo 0. Apds esses tempos, os bacos eram coletados e acondicionados em
tubo de 1,5 ml contendo 800 uL de solugdo Tampao de extragdo para imunoprecipitado
gelado (EDTA 10 mM, Trisma base 100mM, Pirofosfato de Na 10 mM, Fluoreto de Na
100mM, Ortovanadato de Na10nM, PSMF 2mM (Phenyl metilsulfonil fluoride, Sigma) ,
Aprotinina 0,1 mg/ml (Trasylol® - Bayer), H20 deionizada) e processado com o auxilio

do homogeneizador de tecidos (Polytron). A esse processado adicionava-se solucao de
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Triton 10% (10% do volume obtido), seguido de homogeneizagdo e centrifugacéo a
12000 rpm / 4°C / 20 min. No sobrenadante realizava-se dosagem protéica através do
Método de Biureto (Reativo de Biureto Protal: EDTA/ Cu 13 mmol/ L; NaOH 875
mmol/L) com diluicdo das amostras (1:20) e leitura em 540 nm em espectrofotdmetro

(U-2001: Spectrophotometer HITACHI, Japan).
3.17. Imunoprecipitacdo e Immunoblotting

As concentragbes dos sobrenadantes eram ajustadas para 1mg de proteina e
foram imunoprecipitados com anticorpos (diluicdo 1:10) de anti-Jak2 (sc 294), anti-Tyk2
(sc 169),anti-Stat3 (sc 482) e anti-Stat4 (sc 486) (Santa Cruz Technology, CA, EUA)
durante 2 horas. O complexo de imunoprecipitado era coletado empregando-se
proteina A-Sephadex (Amersham-Pharmacia Biotech, Suécia) e submetidos a 3
lavagens com solugéo de lavagem (Ortovanadato de Na 2 mM, Tris 100mM pH 7.4,
EDTA 1mM, Triton 0,5% , H.0O deionizada).Adicionava-se a estes, tampdo Laemmili
contendo 100mmol/L de DTT (Dithiothreitol — Sigma) e aquecido em agua fervente por
5 min. e submetidos a eletroforese em gel a 8% de poliacrilamida — SDS por 2 horas.
Realizou-se a eletro-transferéncia de proteinas (immunoblotting) do gel para membrana
de PVDF (BioRad, EUA) seguindo-se basicamente o método de TOWBIN et al, 1979
por mais 2 horas. Apds as transferéncias, as membranas de PVDF, eram bloqueadas
com solugéo basal (Tris 10 mM pH 7,4, NaCl 150mM, Tween 20), leite desnatado 0,2%
durante 2 horas a temperatura ambiente ou overnight a 4°C, incubadas com Sug/mL

anticorpo a-fosfotirosina (PY20 — sc-508, Santa Cruz Technology, CA, EUA), 20ug/mL

IgG anti- mouse (Sigma) e 2 nuCilug solugdo de proteina A-lodo'® (Amersham-

Pharmacia Biotech, Suécia). A cada adicdo de anticorpo realizava-se 3 lavagens com
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solucdo basal e o tempo para cada incubagéo era de 2 horas. As membranas eram
envolvidas em filme plastico, apds a secagem e expostas ao fiime de raio-X e
armazenadas em cassete a - 80°C durante 21 dias. A detecgdo das bandas era
visualizada apdés revelacdo do filme, em sistema de documentagcio fotografica
NucleoVision (NucleoTech,) e submetidos & analise com software GelExper

(NucleoTech,)
3.18.Analise da expressdo sérica de citocina por método

imunoenzimatico (ELISA)

Placas de polietileno de fundo chato eram adsorvidas com anticorpo de captura
especifico para as citocinas, TNF- a e TGF-B (BD Biosciences SD EUA) diluido 1:25C
em tampao carbonato-bicarbonato pH 9.5 e para IFN-y, IL4 e IL-12 (R&D Systems Inc
EUA) na concentracdo de 4pg/mL, diluido PBS pH 7.4 e incubadas overnight a 4°C. A
seguir, as placas eram lavadas 3 vezes com 0,05% de Tween 20 (Merck Alemanha) em
PBS. Para bloqueio dos sitios inespecificos era utilizada solugao de soro bovino feta
1% em PBS, por 2 horas, em temperatura ambiente. As placas eram lavadas
novamente por 3 vezes e, a seguir, amostras de 100 ul de soros n&o diluidos foram
adicionadas aos pogos e incubadas por duas horas em temperatura ambiente. Apos
lavagem, eram adicionadas 100 uLde anticorpo secundario conjugado com peroxidase
diluido 1:10000 em PBS e soro fetal bovino 1% , para IFN-y, IL-4 e IL-12, e, para TNF -¢
e TGF-8 foram adicionados 100 pL de anticorpo secundario biotinilado juntamente com
avidina conjugada com peroxidase, diluido 1:250 em PBS e soro fetal bovino 1%. As

placas eram, entdo, mantidas por duas horas em temperatura ambiente. Apos lavagem,
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a reacao de cor foi produzida pela adicdo de tetrametilbenzidina (TMB BD OptEIA™),
sendo bloqueada apds 30 minutos, com H>SO,s 0,1M. Valores de absorbancia em
450nm eram calculados pela subtragcdo da densidade Optica obtida dos pocos sem o
antigeno (branco) contra uma curva realizada juntamente com o experimento. A leitura
e os calculos eram realizados através do sistema Spectra Max 190. Os graficos eram

construidos a partir de porcentagem de maxima concentracdo de citocinas.

3.19. Analise estatistica

Os dados foram analisados usando teste ANOVA, Kruskal-Wallis nao
paramétrico com pés teste Dunn e teste ANOVA Mann-Whitney.Valores com p<0.05

foram considerados estatisticamente significativos.
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4. RESULTADOS




4.1. Efeito do Tratamento com Gangliosideos Sobre a Manifestagcdo do

Diabetes Autoimune Espontaneo

Os efeitos de gangliosideos na manifestagdo do diabetes mostraram que durante
os periodos de experimentacdo, todos os animais tratados com a mistura de
gangliosideos (grupos 1, 2, 3, 4 e 5) ndo apresentaram diabetes nos tempos de
sobrevida analisados de 8, 12, 16, 20, e 28 semanas, A auséncia do estado diabético
foi confirmada pelo registro de glicemias menores que <250 mg/dL (13,9 nM) em todos
esses animais. (Figural p.61). Por outro lado, nos animais tratados com salina (grupo
10) verificou-se a ocorréncia de glicemias maiores que >250 mg/di(13,9 nM) em 71,4%

dos animais (Figura 2 p.62).
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GGS O Salina & DM

* *

Semanas de Vida

Figura 1. Grafico representativo dos niveis glicémicos de camundongos fémeas NOD
entre a 82 e 282 semanas de vida submetidos ao tratamento com gangliosideos, salina
e diabéticos. A auséncia do estado diabético foi confirmada através de niveis de glicose
sanguinea > 250mg/dl (13,9 nM). As glicemias obtidas nos animais tratados com
gangliosideos apresentaram valores iguais ou inferiores aos animais que receberam
salina. Os resultados estao expressos com média e desvio padrdao (* p<0,05 Mann-
Whitney).
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Figura 2. Incidéncia cumulativa do diabetes no camundongo NOD. Em todos os grupos
tratados com gangliosideos n&o foi observado ocorréncia de diabetes tipo 1. Observa-
se que nos animais do grupo salina (grupo 10) 71,4% ficaram diabéticos.
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4.2. Efeito do tratamento com gangliosideos sobre o processo
inflamatorio, indice de infiltrado nas ilhotas pancreéaticas e

concentragcao de insulina plasmatica.

A quantificagdo do grau de infiltrado nas ilhotas dos camundongos tratados com
gangliosideos e salina com sobrevida de 8, 12, 16,20 e 28 semanas e diabéticos foi
determinada através do grau de infiltrado linfomononuclear/Insulite (Figura 3 p 64). Na
analise morfoldgica, a classificagdo das ilhotas revelou que nos animais tratados com
gangliosideos, a presenca de ilhotas com infiltrado grau lll e IV foi maior na 122. e 202.
semana quando comparados com 0s animais que receberam salina. Na 282. pode-se
observar marcante recuperacdo nos animajs tratados com gangliosideos com
predomino de ilhotas grau 0 .

Os menores indices de infiltrado foram observados em 8,12 e 28 semanas nos
animais tratados com gangliosideos e 8,12 e 16 semanas nos animais que receberam
salina na 82,12° e 16 ® semanas.(Figura 4 p. 65).

Na andlise das concentracdes sérica de insulina encontramos concentragbes
mais elevadas nos animais tratados com gangliosideos e salina na 12° e 16® semanas.

(Figura 5 p.66).
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Figura 3. Grafico representativo da Classificacdo das ilhotas de Langerhans segundo o
grau de insulite A partir da 122. semana o comprometimento das ilhotas foi mas
evidente nos animais tratados com gangliosideo apresentando recuperacdo a 282.
semana A insulite foi similiar entre os grupos na 162.
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Figura 4. indice de infiltrado celular em ilhotas de camundongos NOD tratados corr
gangliosideos, salina e diabéticos. Os indices mais elevados foram observados nos
grupos tratados com gangliosideos e salina na 202 semana e diabéticos.
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Figura 5. Concentracéo de insulina no soro. A concentracéo de insulina foi determinada
por radioimunoensaio a partir dos soros provenientes dos animais tratados com
gangliosideos, salina e diabéticos. As menores concentracdes de insulina foram
observadas nos grupos tratados com gangliosideos na16 e 20 semanas, animais
tratados com salina 20 semanas e animais diabéticos. As maiores concentracdes de
insulina foram observadas nos animais tratados com salina entre a 82. e 163. semana.
Observou-se uma notavel recuperagdo nos valores de insulina na 282 no grupo
gangliosideo. Os valores foram expressos em meédia e desvio padriao (*p<0,05 -
Kruskal-Wallis e Mann-Whitney)
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4.3. Imunoistoquimica

A partir das fotomicrografias representativas da fenotipificacdo do infiltradc
inflamatério no pancreas dos animais tratados com gangliosideo, salina e diabéticos
por técnica de imunoistoquimica (imunofluorescéncia) para subpopulagdes de linfécito:
T. CD4 (Prancha I) e CD8 (Prancha Il); Macréfagos (Prancha Ill); Insulina (Prancha IV

e Glucagon (Prancha V). Diabéticos (Prancha VI).

4.4. TUNEL

Técnica utilizada para andlise in situ de apoptose em pancreas dos animais
tratados com gangliosideo, salina e diabéticos Os .animais tratados com gangliosideo:
na 82 e 282 semanas exibem numero de células apoptéticas maior que nas demais
semanas estudadas tanto para gangliosideos como salina. (TUNEL") Os animais
diabéticos exibem nimero de células apoptéticas (TUNEL") substancialmente maior

que os animais do grupo salina e gangliosideos. (Prancha VII).



PRANCHAS
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Prancha | Fotomicrografias de pancreas submetidos & Imunoistoquimica para deteccéc
de linfécitos TCD4" em animais tratados com salina ou gangliosideos a partir da 42
semana até o sacrificio
e Figura a e b Nos animais sacrificados com 8 semanas tratados comr
gangliosideos, observa-se maior nimero de células CD4™
e Figura ¢ e d Animais s com 12 semanas Os animais tratados com salinz
exibem maior nimero de linfécitos CD4"*~
e Figura e e f Animais s com 16 semanas. Os animais tratados com saline
apresentam nimero substancialmente maior de linfécitos CD4™
e Figura g e h Animais com 20 semanas. Verifica-se a redugdo de
imunorreatividade tanto no grupo tratado com salina como no grupo tratadc
com gangliosideos.
e Figura i € j Animais com 28 semanas. Nos animais dos 2 grupos
experimentais a imunorreatividade foi semelhante. Ressaltando que embore
haja processo inflamatério estes animais nao manifestaram o DM-1

Aumento de 200 x. ou 400x.
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Prancha Il - Fotomicrografias de pancreas submetidos a Imunoistoquimica para
localizacdo de linfocitos TCD8* em animais tratados com salina e gangliosideos a partir
da 42. semana de vida.

o Figura a e b Animais com 8 semanas. A detecgéo de linfécitos T CD8" foi
claramente maior em pancreas de animais tratados com salina, ao contrario
, 0s cortes obtidos de animais tratados com gangliosideos a reatividade é
fraca.

e Figura ¢ e d Animais com 12 semanas. Observa-se padrao semelhante
para marcacdo de CD8" estendendo-se por toda ilhota de maneira
uniforme, tanto para animais tratados com salina como nos animais tratados
com gangliosideos.

e Figura e e f Animais com 16 semanas. Ester cortes mantém padrao
semelhante ao observado na 122 semana de vida em ambos 0s grupos
experimentais.

o Figura g e h Animais com 20 semanas. Os cortes obtidos de animais
tratados com salina exibem imunomarcagcédo substancialmente maior em
relacdo aos animais tratados com gangliosideos, que exibem positividade
dispersa por toda ilhota.

e Figura i e j Animais com 28 semanas. Os cortes obtidos de animais
tratados com salina exibem imunorreatividade maior quando comparado
com o grupo tratado com gangliosideos

Aumento de 200 x. ou 400x.
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Prancha ll




Prancha |Illl. Fotomicrografias de ilhotas pancreaticas submetidas a

Imunoistoquimica para deteccdo de macréfagos em animais tratados com salina e

gangliosideos.

Figura a e b Animais sacrificados com 8 semanas A imunorreatividade
encontra-se dispersa por toda area das ilhotas, tanto em animais tratados
com salina como em animais tratados com gangliosideos.

Figura ¢ e d Animais com 12 semanas. Os cortes de pancreas obtidos de
animais tratados com salina exibem maior positividade para CD11 que os
animais tratados com gangliosideos

Figura e e f Animais com 16 semanas A localizacdo de macrofagos ocorre
principalmente na periferia das ilhotas de Langerhans.

Figura g e h Animais com 20 semanas. Observa-se a manutengdo do
padrao de imunomarcacgao, ou seja, células CD11 circundando toda ilhota.
Figura i e j Animais com 28 semanas. Nos animais tratados com salina a
imunorreatividade se estende por toda ilhota, ao contrario, os animais
tratados com gangliosideos a marcagao se restringe a periferia..

Aumento de 200 x. ou 400x.
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Prancha lll MACROFAGO-
SALINA




Prancha IV Fotomicrografias de ilhotas pancredticas submetidas a

Imunoistoquimica para detecgdo de insulina em animais tratados com salina e

gangliosideos.

Figura a e b Animais sacrificados com 8 semanas. A detecgdo de insulina
tanto nas ilhotas dos animais que receberam salina como para os animais
tratados com gangliosideos apresenta marcacdo semelhante.

Figura ¢ e d Animais sacrificados com 12 semanas. Os animais tratados
com gangliosideos exibem maior identificagdo de insulina que os animais
tratados com salina.

Figura e e f Animais sacrificados com 16 semanas. A presenca de insulina
nas ilhotas dos animais que receberam gangliosideos mostrou-se maior que
os animais tratados com salina .

Figura g e h Animais sacrificados com 20 semanas que receberam
gangliosideos e salina, apresentam fraca marcacgéo para insulina. Figura i e
i Animais sacrificados com 28 semanas. Os animais tratados com
gangliosideos e salina apresentam forte padrao de marcacgéo para insulina

Aumento de 200 x. ou 400.

80



Prancha IV

INSULINA
SALINA




Prancha V Fotomicrografias corte de pancreas submetidos a Imunoistoquimica para

detecgdo de glucagon em animais tratados com salina e gangliosideos.

Figura a e b Animais sacrificados com 8 semanas Os animais que
receberam salina apresentam imunorreatividade menor em relacao aos
animai que receberam gangliosideos.

Figura ¢ e d Animais sacrificados com 12 semanas Os animais que
receberam gangliosideos. Apresentaram maior imunorreatividade em
relacdo aos animai que receberam salina.

Figura e e f Animais sacrificados com 16 semanas Os animais que
receberam gangliosideos. apresentam imunorreatividade maior em relagao
aos animai que receberam salina.

Figura g e h Animais sacrificados com 20 semanas Os animais que
receberam gangliosideos apresentam imunorreatividade maior em relagéo
aos animai que receberam salina.

Figura i e j Animais sacrificados com 28 semanas Os animais que
receberam gangliosideos apresentam menor imunorreatividade em relagdo
aos animai que receberam salina

Aumento de 200 x. ou 400.

82



Prancha V
GLUCAGON

SALINA




Prancha VI - Diabéticos- fotomicrografias obtidas de cortes de pancreas de

Camundongos NOD diabéticos.

Figura a - A Imunoistoquimica para detecgédo de linfécitos T CD4" mostra
intensa reatividade, ocupando toda area da ilhota

Figura b Imunoistoquimica para detecgdo de linfocitos T CD8" mostra
reatividade salpicada, ocupando toda area da ilhota

Figura ¢ Imunoistoquimica para deteccdo de linfécitos T CD11 mostra
intensa reatividade, circundando toda area da ilhota.

Figura d Imunoistoquimica para detec¢do de insulina mostra fraca
reatividade,

Figura e Imunoistoquimica para detecgdo de glucagon evidenciando forte
reatividade, circundando toda area da ilhota.

Aumento de 200 x. ou 400.
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Prancha Vil - Fotomicrografias de ilhotas pancreaticas submetidas a analise da

apoptose in situ em pancreas de animais tratados com salina e gangliosideos e

diabéticos.

Figura a, b, ¢, d animais sacrificados com 8 semanas.
Figura e, f, g, h animais sacrificados com 12 semanas.
Figura i, j, |, m animais sacrificados com 16 semanas.
Figura n, o, p, q animais sacrificados com 20 semanas.
Figura q r, s, t, animais sacrificados com 28 semanas.

Figura u, v animais diabéticos.

Aumento de 200 x. ou 40
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4.4. Efeitos da administracao de gangliosideos sobre a expressao
molecular de citocinas e componentes apoptéticos em ilhotas

pancreaticas isoladas e células esplénicas

Para avaliacdo do efeito do tratamento dos animais com gangliosideos,
salina e diabéticos, procedemos a deteccdo da expressdo génica de citocinas
pro-inflamatérias, inflamatérias e componentes apoptéticos em ilhotas
pancredticas e em células esplénicas isoladas. E cujos resultados estao
apresentados a seguir.

4.4.1 llhotas

A expressdo de IL-1B,IL-12.IFN-y,TNF-a,NGF e IGF-I de componentes
apoptoticos Fas e Fas-L e pré apoptoéticos Bel-w foram avaliadas em diferentes
niveis em ilhotas isoladas dos camundongos NOD tratados com gangliosideos
,salina e diabéticos a partir da 42. semana até as idades de 8,12,16 20 e 28
semanas.. Os resultados estdo representados (Tabela 3 p.78, Figuras-6-14 p.79-
86)
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U.A.

8 sem 12 sem 16 sem 20 sem 28 sem
IL-1B
Gangliosideos 26,699(+5,8) 38,026(x2,9) 21,682(+4,5) 66,88(x2,7) 5,924(+2,2)
Salina 10,302(x1,1) 139,212(+9,1) 57,514(+3,9) 41,886(+5,2) 11,178(%+1,2)
Diabéticos Nao identificado
IL-12
Gangliosideos 42,47(x2,4) 46,17(+3,2) 46,38(x3,79) 32,24(+x1,77) 55,9(+3)
Salina 120,98(+8,3) 536(+30) 122,78(+8,77) 89,99(+4,65) 30,19(+2,7)
Diabéticos 175(x10,6)
IFN«y ‘
Gangliosideos 14,26(+2,8) 26,03 (+2,7) 17,81(x1,3)  21,23(1,7+) Nao identificado
Salina 14,67(x2,6) 18,43(+0,8) 46,17(x2,2)  2,91(x0,5) 4,83(+0,6)
Diabéticos N3o identificado
TNF-«
Gangliosideos 45,33 (+3,6) 23,73(5) 577(2,7) 41,14 (£3,7) 35,45(x2,5)
Salina 65,84 (x4, 2) 70,42(+2,1) 181(x21,7)  93,02(+3,4) 17,75(x2)
Diabéticos Nao identificado
NGF
Gangliosideos 61,85(x2,7) 59,19 (+2,9) 56,10 (x2,8) 55,68(x4,2) 84,27 (+3)
Salina 40,34(:3,4)  24,08(:25) oo .o N
Diabéticos 0
IGF-1
Gangliosideos 55,00(+2,4) 40,52(x1,5) 61,53(x0,78) 70,13(5) 51,38(+9,7)
Salina 97,16(x2,9) 165,54(+9,5) 294,24(+18,2) 104,92(+4,3) 78,29(+3,7)
Diabéticos 65,14(+20,7)
Fas
Gangliosideos  9,96(+0,5) 13,32(+1,3) 15,21 (+0,5) 15,93(x1) N&o identificado
Salina 7,76(x0,7) 47,85(x1,1) 141,6 (£3,4) 3,96(x0,6) 28,52(+2,5)
Diabéticos Nzo identificado
Fas-L
Gangliosideos 18,42(+2,5) 21,53(x1,) 32,52 (+1,7) 62,49(+3,4) 14,26(x1,5)
Salina 53,56(+3,7) 77(x5,1) 272,48(+15,8) 33,76(x10,5) 29,38(+3,01)
Diabéticos - 368(+29,5)
Bcl-w
Gangliosideos 48,31(+1,6) 54,72 (+2,7) 128,04(+3,2) 56,84(+x1,9) 73,1(+1,89)
Salina 85,6(1+4,2) 146,94(+4,57) 247,8(x11,67) 72(+8,9) 20,5(+3,9)
Diabéticos 222,17(+24,4)

Tabela 3. Dados da expressdo de mRNA de ilhotas pancreaticas entre os animais tratados

com gangliosideos, salina e diabéticos representados através de média e desvio padrdo.

(*p<0,05 — Kruskal-Wallis e Mann-Whitney)
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Figura 6. Deteccdo da expressao génica de IL-1B em ilhotas pancreaticas isoladas de
animais tratados com gangliosideos, salina e diabéticos nos tempos de 8, 12, 16, 20 e
28 semanas. A expressao de IL-1 B no grupo tratado com gangliosideos foi baixa nos
animais com 8 a 16 semanas, com ligeiro acréscimo na 20°. Ao contrario, nos animais
tratados com solugcdo salina a expressao apresentou elevacdo na 122 semana,
reduzindo progressivamente. Na 28° semana a expressao de IL-1B foi baixa em ambos
os grupos experimentais. Os animais diabéticos nao expressaram IL-1 . Os resultados
estdo expressos com média e desvio padrao (* p<0,05 — Kruskal-Wallis e Mann-
Whitney)
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Figura 7. Analise do mRNA de IL-12 em ilhotas pancredticas isoladas de animais
tratados com gangliosideos e salina, sacrificados com 8, 12, 16, 20 e 28 semanas de
vida e diabéticos. Os niveis do IL-12 mRNA nos animais tratados com gangliosideos foi
baixa e constante por todo periodo experimental. Ao contrario, nos animais do grupo
salina, a express&o estava elevada na 12° semana, paralela a instalagio do processo
inflamatorio, com niveis reduzidos na 16 e 20° semanas, com ligeira elevacido na 28*
semana de vida. Os resultados estdo expressos com média e desvio padrao (* p<0,05 —
Kruskal-Wallis e Mann-Whitney)
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Figura 8. Deteccdo de mRNA de IFN -y em ilhotas pancreéticas isoladas de animais
tratados com gangliosideos e salina, sacrificados com 8, 12, 16, 20 e 28 semanas de
vida e animais diabéticos. A expressdo génica de IFN -y nos animais tratados com
gangliosideos manteve-se constante por todo periodo experimental avaliado. Na 28°
semana, nao houve expressao de IFN -y. Nos animais do grupo salina, a expressac
estava elevada na 16® semana, seguido por acentuado declinio apos a 20% semana de
" vida. Os animais diabéticos nao expressaram IFN -y. Os resultados estdo expressos
com média e desvio padrao (* p<0,05 — Kruskal-Wallis e Mann-Whitney)
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Figura 9. Deteccao de mRNA de TNF-a em ilhotas pancreaticas isoladas de animais
tratados com gangliosideos e salina nos tempos de 8, 12, 16, 20 e 28 semanas e
animais diabéticos. A expressao de niveis de TNF-o. nos animais tratados com
gangliosideos permaneceu constante em todos os tempos estudados, mostrando
inferior ao grupo salina exceto, na 28° Ao contrario, nos animais do grupo salina, a
expressdo estava elevada na 16* semana, mantendo-se constante na 8° 12° e 16°
semanas, porém, apresentando-se baixo na 28° Os animais diabéticos nao
expressaram TNF-o.. Os resultados estdo expressos pela média e desvio padrao (*
p<0,05 — Kruskal-Wallis e Mann-Whitney)
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Figura 10. Deteccdo de mRNA de NGF em ilhotas pancreéticas isoladas de animais
tratados com gangliosideos e salina nos tempos de 8,12,16,20 e 28 semanas e animais
diabéticos. A expressdo de niveis de NGF nos animais tratados com gangliosideos
permaneceu constante em todos os tempos estudados. Os animais que receberam
salina ndo expressaram NGF na 82, 20%semana, apresentando baixa expresséo na 12.
e 16 semana., porem com niveis sempre abaixo aos animais que receberam
gangliosideos Os animais diabéticos ndo expressaram NGF. Os resultados estdo
expressos pela média e desvio padrdo(* p<0,05- Kruskal-Wallis e Mann-Whitney)
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Figura 11. Deteccdo de mRNA de IGF-l em ilhotas pancreéticas isoladas de animais
tratados com gangliosideos e salina nos tempos de 8,12,16,20 e 28 semanas e animais
diabéticos. A expressdo de niveis de IGF-l nos animais tratados com gangliosideos
permaneceu constante em todos os tempos estudados. Ao contrario, os animais salina
a expressao foi progressiva tendo expressdo mais elevada na 162. semana Os

resultados estdo expressos pela média e desvio padrao(* p<0,05- Kruskal-Wallis e
Mann-Whitney)
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Figura 12 Componente apoptético detectado em ilhotas pancreaticas isoladas através
da expressdo de mRNA de Fas em animais tratados com gangliosideos e salina nos
tempos de 8,12,16,20 e 28 semanas e animais diabéticos. Nos animais tratados com
gangliosideos a expresséo de Fas foi constante até a 202. semana porem ausente na
282.Nos animais que receberam salina o aumento da expressdo foi progressivo com
" elevada expressdo na 162. semana.Os resultados estao expressos com média e desvio
padrao (* p<0,05 - Kruskal-Wallis € Mann-Whitney)
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Figura13 Componente apoptético detectados em ilhotas pancreéaticas isoladas de
animais tratados com gangliosideos e salina nos tempos de 8, 12, 16,20 e 28 semanas
e animais diabéticos. A analise de mRNA de Fas-L- revelou-se constante até a 162.
semana, apresentando ligeira elevagdo na 202. semana Nos animais salina o aumento
da expressao foi progressivo apresentando expressdo maxima na 162. semana . Nos
animais diabéticos, a expressao foi elevada comparando com os grupos estudados Os
resultados estdo expressos pela média e desvio padrdo (* p<0,05 - Kruskal-Wallis e
Mann-Whitney)
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Figura14. Componente apoptético detectados em ilhotas pancreéticas isoladas de
animais tratados com gangliosideos e salina nos tempos de 8, 12, 16,20 e 28 semanas
e animais diabéticos. A andlise de mRNA de Bcl-w- nos animais tratados comr
gangliosideos mostra expresséo constante na 82. e 122. semana com ligeiro elevacac
na 20° semana retomando a niveis baixos na 202 e 282 .Nos animais salina ¢
aumento da expressao foi progressivo apresentando maxima expressao na 162
semana . Nos animais diabéticos a expressao foi semelhante aos animais salina da 162.
semana. Os resultados estdao expressos pela média e desvio padrdo (* p<0,05 -
Kruskal-Wallis e Mann-Whitney)
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4.4 2. Células Esplénicas:

A expressao de IL-1B8,IL-12. IFN-y,TNF-o,NGF e IGF-l e componentes
apoptéticos Fas e Fas-L e pro apoptoticos Bel-w foram observados em diferentes
niveis de expressao em células esplénicas isoladas dos animais tratados com
gangliosideos e salina a partir da 4. Semana nos tempos de 8, 12,16 20 e 28, e
salina diabético. (Tabelas 4 p.89, Figuras 15-23 p.90-98)
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U.A.

8 sem 12 sem 16 sem 20 sem 28 sem
IL-18
Gangliosideos 2,28 (+0,5) 2,73 (+0,6) 2,03 (10,6) 1,90(0,5) 1,43 (+0,7)
Salina 1224@1,1) 850 *+1,7) 86,2 (16) 95,40(+2,7) 1,59(+0,7)
Diabéticos *25,32(+2,69)
IL-12
Gangliosideos 61,32(26)  11225(49,7) 74,29(+3,2) 118,45:6,2)  83,03(3,36)
Salina 12039(+12,8) 254.44(127,8)  109.21(x13,2)  10556(+26)  84,38(x1,1).
Diabéticos 138,31(36,8)
IFN—y
Gangliosideos 77,93(10,5) 82,97 (+2,5) 91,39(+3,76) 84,52 (45,1) 69,58(x7,1)
Salina 44,752(x1,3)  85,56(+5,6) 18,24(+1,5) 62,49(+2,) 27,42(+3,1)
Diabéticos 15,650(+1,4)
TNF-a
Gangliosideos 76,75(#9,20) 82,42 (+1,56) 93,35(+1,45) 84,76(32,73)  68,92(+7,2)
Salina 3849(16,53) 21252(123,47) 208,59(+14,82) 103736(+3,72) 90,67(+3,4)
Diabéticos 185,43(+11,8
NFG
Gangliosideos 30,38(3,1) 3825 (+26) 23,67(+1,1) 41,19(43,6) 49,32(+3,3)
Salina 61,56(+4.0)  158,84(32,1)  149,351296)  21,01(x1,6) 126,57(11,6,
Diabéticos 130,5 *12,1
IGF-I
Gangliosideos 49,19(:2,0) 75,41(+4,1) 50,63(+1,8) 96,41(x156)  110,14(14,1)
Salina 32,76(2,7)  26357(21,11)  109,64(+11,1) 0@ 51,95@5,0)
Diabéticos 66,04(+7,6)
Fas
Gangliosideos Ez(r)]ﬁﬁcado Nao identificado Nao identificado icli\l:r?ﬁﬁcado N3ao identifica
Salina 31,78(15,5)  50,2(+2,3) 35,6 (+3,8) 48,72(+1,5) 85 (45,2
Diabéticos 43 (+4,4)
Fas-L
Gangliosideos 30,38(x309) 38,25 (+2,56) 23,67(+1,09) 41,19(43,64)  49,32@:3,3)
Salina 61,56(£3,95)  158,84(+32,06) 149,.35(129,59)  21,01(+1,58)  126,57(11,6)
Diabéticos 130,5 (+12,0)
Bcl-w
- Gangliosideos 30,38(3,1) 38,25 (12, 6) 2367(1,1) 41,19(3,6) 49,32(3,2)
Salina 61,56(x+4.0)  15884(x32,1)  14935(1296)  21,01(x1,6) 126 57(+11,6)
Diabéticos 30,5 (+12,0)

Tabela 4 — Dados da expressdo de mRNA de células esplénicas entre os animais

tratados com gangliosideos ,salina e diabéticos representados por meio de média €

desvio padréo. (*p<0,05 — Kruskal-Wallis € Mann-Whitney)
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Figura15. Expresséo génica de IL-1-B em células esplénicas de animais tratados com
gangliosideos e salina nos tempos de 8, 12, 16,20 e 28 semanas e animais diabéticos.
A expressao de IL-1-8 no grupo gangliosideos foi baixa, manteve-se constante em
todos os tempos estudados Ao contrario, no grupo salina os niveis de expressao génica
estavam menores na 82 122 e 282 porem elevadas na 162. e 202 semana No grupo
diabético os nivel de expressao de IL-1-§ foi inferior aos niveis apresentado pelo grupo
salina. Os resultados estao expressos pela média e desvio padrao (*p<0,05 - Kruskal-
Wallis e Mann-Whitney)
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Figura 16 Deteccdo de citocinas em células esplénicas de animais tratados com
gangliosideos e salina nos tempos de 8, 12, 16,20 e 28 semanas e animais diabéticos.
A expresséao de niveis de IL-12 no animais que receberam gangliosideos apresentaram

niveis mais elevado na 122 e20° semanas Nos animais salina a expresséo estava mais

elevada na 122. voltando aos niveis da 82. semana na 16a. e 202. e 282.Nos animais

diabéticos a expressao foi maior nos tempos

expressos pela meédia e desvio padrédo (*p<0,05 - Kruskal-Wallis e Mann-Whitney)

estudados. Os resultados estdo
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Figura 17. Deteccdo de mRNA de IFN-y em células esplénicas de animais tratados com
gangliosideos e salina nos tempos de 8,12,16,20 e 28 semanas e animais diabéticos. A
expressao de niveis de IFN-y nos animais tratados com gangliosideos manteve-se
constante nos tempos estudados de 8, 12,16 e 20%semanas na 282, Havendo uma
ligeira queda na expressao na 282 Ao contrario, nos animais salina a expressao estava
elevada na 122, baixa na 202. e 282 semana. Os animais diabéticos ndo expressaram
IFN-y Os resultados estdo expressos pela média e desvio padrdo (*p<0,05 - Kruskal-
Wallis e Mann-Whitney)
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Figura 18. Express&o génica de TNF-o em células esplénicas de animais tratados corr
gangliosideos e salina nos tempos de 8, 12, 16,20 e 28 semanas e animais diabéticos.
A expressao de niveis TNF-o. nos animais tratados com gangliosideos manteve-se
constante em todos os tempos estudados havendo uma ligeira queda na expressao nz
282.. Ao contrario,nos animais salina a expressdo foi pequena na 82. , apresentandc
elevados na 122. e 162. e niveis iguais na 82 e 202 semana No grupo diabético os
nivel de expressédo de TNF-a foi semelhante ao gruo salina na 122 e 162. Os

resultados estao expressos pela média e desvio padrao (*p<0,05 - Kruskal-Wallis €
Mann-Whitney)
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Figura 19. Componente apoptético detectado em células esplénicas de animais
tratados com gangliosideos e salina nos tempos de 8, 12, 16, 20 e 28 semanas e
animais diabéticos. A andlise de mMRNA de Fas mostra auséncia de expressdo nos
animais tratados com gangliosideos..Nos animais salina o aumento da expressio foi
progressivo com o decorrer do estudo apresentando expressio elevada na 282.. Nos
animais diabéticos a express&o foi significativa quando comparado com grupo salina Os
resultados estao expressos pela média e desvio padrdo Os resultados estdo expressos
pela média e desvio padréao (*p<0,05 - Kruskal-Wallis e Mann-Whitney)
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Figura 20. Componente apoptético detectado em células esplénicas de animais
tratados com gangliosideos e salina nos tempos de 8, 12, 16,20 e 28 semanas ¢
animais diabéticos. A andlise de mRNA de Fas-L nos grupos tratados comr
gangliosideos permaneceu constante nos tempos estudados..No grupo salina ¢
aumento da expressdo foi progressiva da 82 para a 122 semana, baixa ne
162 ,ausente na 20°.e recuperacdo na 282.No grupo diabéticos a expressdo foi igua
aos grupo salina 28 semanas ,porem com diferenca significativa quando comparados
com grupos gangliosideos Na andlise entre grupos nos tempos estudados encontramos
diferencas significativas nos tempos 12,16 e 28 semanas. Os resultados estac
expressos pela media e desvio padrédo (*p<0,05 - Kruskal-Wallis e Mann-Whitney)
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Figura 21 Componente pro-apoptoético detectado em células esplénicas de animais
tratados com gangliosideos e salina nos tempos de 8,12,16,20 e 28 semanas e animais
diabéticos. A andlise de mRNA de Bcl-w nos animais tratados com gangliosideos
apresentou um ligeiro aumento da 82. para 122., diminuicdo na 162. .aumento na 202 e
niveis baixos 282. semana..Nos animais salina a expressao foi progressiva da 82. para
a 122 semana, com diminuicdo na 20 e 282 .Nos animais diabéticos a expressao foi
igual aos grupo gangliosideo na 28 semanas ,porem com diferenca significativa quando
comparados com grupo salina. Os resultados estdo expressos pela média e desvio
padrdo (*p<0,05 - Kruskal-Wallis € Mann-Whitney).
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Figura -22. Expressao génica de NGF em células esplénicas de animais tratados con
gangliosideos e salina nos tempos de 8, 12, 16,20 e 28 semanas e animais diabéticos
A expressdo de NGF nos animais tratados com gangliosideos foi baixa e manteve-st
constante nos tempos de 8,12, 16 semanas.. Atingindo niveis elevados de expressa
na 202. e 282. semana .Ao contrario,nos animais salina néo houve expressao na 82. «
202. porem com elevada expressao na 122.semana No grupo diabético a expressa
de NGF foi baixa tanto no grupo gangliosideo como salina, Os resultados esta
expressos pela média e desvio padrao (*p<0,05 - Kruskal-Wallis e Mann-Whitney ).
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Figura -23. Expressao génica de IGF-l em células esplénicas de animais tratados com
gangliosideos e salina nos tempos de 8,12,16,20 e 28 semanas e animais diabéticos. A
expressao de IGF-l no grupo gangliosideos foi baixa e manteve-se constante nos
tempos de 8,12, 16 semanas..com expressao elevada na 20?. e 282 semana No, grupo
salina a expressao mais elevado foi na 122.. 0 grupo diabético teve baixa expressio.
de IGF-I Os resultados estao expressos pela média e desvio padrao (*p<0,05 - Kruskal-
Wallis e Mann-Whitney).
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4.5 Efeitos da administracdo de gangliosideos sobre a expressao
Séricas de Citocinas - ELISA

As citocinas TGFB, IL- 4 IL-12, IFN-y, TNF-a, foram dosadas nos soro de
animais tratados com gangliosideos e salina da 42. a 82, 42.a 162, 42 a 282.
semana, e diabéticos. (Tabela 5 p.98 Figuras 24-28 p 99-103)

%

8 sem 16 sem 28 sem
TGF-B
Gangliosideos  68,02(+42,5) 423,07(x10,4) 753,3(+42,5)
Salina 34,01(x8,0) 59,52(+5,2) 59,52(+7,4)
Diabéticos 63,77(+1,29)
IL4
Gangliosideos  104,9(+0,55) 201,5(+3,43) 476,4(+3,12)
Salina 81,3(x1,58) 54,1(+1,46) 93,1(+1,56)
Diabéticos 90,5(+1,29)
IL-12
Gangliosideos  115,8(+3,37) 410,6(+14,35) 221,7(x10,13)
Salina 69,16(+3,37) 118,3(+10,97) 96,15(+4,22)
Diabéticos 106,1(+8,44)
TNF-a
Gangliosideos 3,54(+0,88) 1,77(x0,44) 5,8(+0,35)
Salina 1,77(+0,44) 2,65(+0,55) 2,65(x035)
Diabéticos 1,77(x0,26)
IFN-y
Gangliosideos  925,4(+21,58) 1241,15(x7,76) 958,08(x15,53)
Salina 697,4(+6,04) 846,3(+0,86) 830,7(+9,49)
Diabéticos

995,1(+11,22)

" Tabela 5 Dados de concentracdo sérica de citocinas entre os animais tratados com
gangliosideos, salina e diabéticos.
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Figura 24 Dosagem sérica de TGF8 pelo método enzimatico (ELISA) nos grupo
gangliosideos, salina 8,16 e 28 semanas e diabéticos. Na analise de TGF-B os animais
que receberam gangliosideos apresentaram aumento progressivo nos tempos
estudados. No animais que receberam salina os valores permaneceram constantes.
Nos animais diabéticos TGF-§ comportou-se semelhante ao grupo salina. Os resultados

estdo expressos pela média e desvio padrdo (*p<0,05 - Kruskal-Wallis e Mann-
Whitney).
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Figura 25 Dosagem sérica de IL-4 pelo método enzimatico (ELISA) nos animais
tratados com gangliosideos e salina nos tempos de 8,16 e 28 semanas e diabéticos. A
porcentagem de produgdo maxima de IL-4 foi observada nos animais tratados com
gangliosideos na 282 semana.Nos animais que receberam salina os valores
permaneceram constantes. Nos animais diabéticos a IL-4 comportou-se semelhante ao
grupo salina. Os resultados estdo expressos pela média e desvio padrao (*p<0,05 -
Kruskal-Wallis e Mann-Whitney).
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IL-12 GGs O Salina
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Figura o 26 Dosagem sérica de IL-12 pelo método enzimatico (ELISA) nos animais
tratados com gangliosideos e salina nos tempos de 8,16 e 28 semanas e diabéticos. A
analise de IL-12 nos animais tratados com gangliosideos apresentaram aumento
progressivo nos tempos de 8 e 16 semanas e ligeira queda na 282.. No animais que
receberam salina os valores permaneceram constantes.. Nos animais diabéticos a IL-12
comportou-se semelhante ao grupo salina. Os resultados estdo expressos pela média e
desvio padrao (*p<0,05 - Kruskal-Wallis e Mann-Whitney).
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Figura 27 Dosagem sérica de TNF-a pelo método enzimatico (ELISA) nos animais
tratados com gangliosideos e salina nos tempos de 8,16 e 28 semanas e diabéticos
Nos animais que receberam gangliosideos a % maxima de producdo de TNF-a fo
elevada na 82 semana ..No animais salina os valores permaneceram constantes. Nos
- animais diabéticos o TNF-o mostrou baixa concentragdo.. Os resultados estac

expressos pela média e desvio padrao (*p<0,05 - Kruskal-Wallis e Mann-Whitney).
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Figura 28 Dosagem sérica de IFN -y pelo método enzimatico (ELISA) nos animais
tratados com gangliosideos e salina nos tempos de 8,16 e 28 semanas e diabéticos.
Quando analisamos IFN -y por tempo de tratamento, o animais que receberam
gangliosideos apresentaram elevada concentracdo na 162.semana ..Nos animais que
receberam salina os valores permaneceram constantes. Nos animais diabéticos o IFN -
y nao mostrou diferenca estatistica quando comparado ao grupo salina. Os resultados

estdo expressos pela média e desvio padrao (*p<0,05 - Kruskal-Wallis e Mann-
Whitney).
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4.6. Ativacao da Via Jak-Stat

Para determinar se a administracio de gangliosideos in vivo exerce efeitos nas
proteinas Jak-Stat(Figura-1 p.114), os fatores envolvidos no sinal de transducdo de
citocina,e suas ativagoes foram determinadas por ensaio de fosforilagdo em células
esplénicas de animais injetados com gangliosideos. Os resultados sugerem que 0s
efeios de gangliosideos foram especificos para TyK2 e o melhor tempo de ativacac

ficou em 3 minutos. (Figura 30 graficos A,B e C p.105)
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Figura 30-Graficos A.B e C -Efeito do gangliosideos na ativagdo de Tyk2(A), Jak2(B) e
Stat3(C) no bago de camundongos NOD. Homogeneizado de baco obtido de fémeas
n&o diabéticas na 82 de vida submetido a eletroforese em SDS-Page. Imunoprecipitado
e “immunoblotting” realizado com anticorpo anti-fosfotirosina. Autoradiografia de 6
experimentos foram digitalizados. A intesidade das bandas foram expressas em
unidades arbitrarias (UA), o gréfico representa médias + desvio padrdo. (*p<0,05 —
Kruskal-Wallis)
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5. DISCUSSAO




A natureza autoimune do processo de lesao do pancreas endécrino no DM-1 tem
estimulado a pesquisa dos possiveis fatores desencadeantes da doencga. Grande parte
do conhecimento da fisiopatologia estd fundamentada em estudos realizados com
camundongos da linhagem NOD, no qual ocorre a ativagdo de linfocitos auto-reativos
indutores da destruicao daé células B pancreaticas. Este modelo tem fomecido
subsidios importantes no entendimento de mecanismos imune reguladores e para o
desenvolvimento de novas terapias (ADORINI et al., 2002; BACH, 1994)

As investigacOes de terapias para o DM-1 baseadas na intervengdo sobre o
sistema imunoldégico revelam que estas podem ser estratégias promissoras para
impedir a instalacédo ou evolugdo da doenca. Assim, o estudo de substancias com
propriedades imunomodulatdrias tem atraido o interesse de varios grupos de pesquisa
(BACH, 2002) e entre estas substancias, destacamos os gangliosideos (PAPACCIO et
al., 1993; WILBERZ et al., 1988), foco de estudo do presente trabalho.

Nossos resultados mostram que a administragido da mistura de gangliosideos:
(Gm1, Gp1a, Gp1, Gt ) na dose diaria de 150 mg/Kg impede a manifestacdo do
diabetes mellitus espontaneo em 100% dos animais tratados ,contrastando com os
animais que receberam solugao salina, cujo a incidéncia foi de 71,4%.

PAPACCIO et al. (1993), verificaram que a administragdo da mistura de
gangliosideos em camundongos NOD fémeas da 52 a 212 semana de vida controlava a
hiperglicemia, retardando a instalacao do diabetes clinico. Neste trabalho, os autores
n&o encontram diferenca significativa no aparecimento e progressao da insulite entre os

animais tratados e controles.
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Nossos resultados estio coerentes com aqueles encontrados por Papaccio até a
202 semana de vida. Contudo, estendendo o tratamento até as 28 semanas de vida,
diferentemente destes autores, pudemos observar numero de ilhotas residuais
superiores aos nao tratados, sugerindo alguma prote¢do ou fatores que contribuem
para a regeneragao das ilhotas pancreaticas. Este fato esta sendo estudado por nosso
grupo no laboratério de Imunologia. Além disso, tudo indica que o tempo de tratamento
é fator preponderante na acéo destes compostos sobre as células infiltradas na ilhota
principaimente linfécitos T CD4*. Lembrando que a insulite no camundongo NOD
instala-se a partir da 52 semana de vida, coordenada por linfocitos T CD4* (LAFFERTY,
1997). (DYATLOVISTKAYA e BELGENSON, 1987) sugerem que a agao inibitéria dos
gangliosideos sobre a resposta imune esta relacionada ao seu estado de ativacdo
deste sistema.

Gangliosideos podem se inserir na membrana plasmatica de linfécitos, ligando-
se as moléculas do CD4, ocasionando seu mascaramento e/ou endocitose. Acredita-se
que seja em virtude da dissociacao da proteinaquinase p56'™ localizada na porcdo
citoplasmatica da molécula CD4 dos linfocitos T CD4" (BERGELSON, 1995;
. GAROFALO et al, 1998). Outra propriedade verificada dos gangliosideos € a
supressao da producgéo e ativagéo de linfocitos T citotoxicos, assim como a ativagéo de
linfécitos Th1 e a citoxidade de células NK (BERGELSON, 1995).

O fendtipo das sub-populacgdes de linfécitos T associados a insulite do DM-1 é de
células T CD4" e CD8" (KIKUTANI e MAKINO, 1992). Estas células atuam
sinergicamente na insulite e no desenvolvimento do diabetes, demonstrando haver

aumento na proporcéo de células CD8+, macrofagos, linfécitos B e células NK no
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infiltrado com o decorrer da destruicdo das células B e progresséo da insulite (KAY et
al., 1997; WONG e JANEWAY, 1997).

No presente trabalho, o monitoramento do tipo de células inflamatdrias nas
ilhotas, mostrou a presenca de células T CD4+ particularmente na 82. semana do grupo
tratado com gangliosideos. Por outro lado, nas semanas subseqiientes verificamos
diminuicédo das células CD4+, em comparagéo ao grupo salina.

Macréfagos,séo consideradas células que participam ativamente do processo
inflamatdria da ilhota (STOFFELS et al., 2004). Neste contexto, pudemos verificar a
presenca de macrofagos por imunoistoquimica, principalmente nas semanas 12 e 16 no
grupo salina, periodo critico para a instalagdo do diabetes. No grupo de animais
diabéticos a presenca de linfocitos CD4", CD8" e macréfagos foi mais intensa .

A presenca de linfécitos T CD4+, CD8+ e macréfagos, confirmam o carater de
mediac&o dos mecanismos efetores da resposta inflamatéria exercido por estas células,
observadas nas ilhotas pancreaticas (KAY et al., 1997; WONG e JANEWAY, 1997).
Nossos dados reforcaram a atuagdo de gangliosideos entre a 212 e 282, suprimindo a
acdo inflamatdria dessas células, restabelecendo a citoarquitetura e a funcionalidade
das células B pancreaticas, produtoras de insulina, como verificado pela presenca de
insulina sérica nos animais tratados com gangliosideos.

A participacéo de citocinas do tipo 1, pré inflamatéria como IL-1B, IL12, IFN y e
TNFa na destruicdo das células B no DM-1 autoimune estdo bem fundamentados
(EIZIRIK e DARVILLE, 2001; HIRAI et al., 2000; VENTURA-OLIVEIRA et al., 2002).

Baseados nestas consideragdes, analisamos a expressdo do mRNA de citocinas
em ilhotas pancreaticas e células esplénicas nos animais tratados com gangliosideos,
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salina € em animais diabéticbs aliados as dosagens imunoenzimaticas de IL-
4 TGFB,IL-12 IFN y eTNFa realizadas para averiguar os efeitos do gangliosideos
sobre citocinas séricas.

A andlise da express@o de citocinas IL-1B, IL12, IFN y e TNFa em ilhotas
pancreaticas os resultados demonstram que entre a 162. - 202. semana , fase por nés
considerada decisiva para a instalagcdo do DM-1, a expressao destas citocinas nos
animais tratados com gangliosideos esta significativamente menor., que 0s niveis
expressos nos animais tratados com salina e diabéticos. Esta diminuicdo sugere a
participagdo do gangliosideos na modulagdo de citocinas inflamatérias caracteristica
da resposta Th1.

A expressao génica das citocinas pro inflamatoérias, envolvidas na genese e
instalagdo do processo inflamatério no DM-1 avaliadas em células esplénicas, mostra
padroes relativamente uniformes destes RNAmM nos animais tratados com
gangliosideos. Por outro lado, em animais que receberam salina, observa-se a
ocorréncia de alteragdes bruscas na expressdo destas citocinas paralelamente a
instalacdo do processo inflamatdrio. Assim a IL-12, citocina ativadora da resposta Th1,
estad elevada na 122 semana, periodo que antecede a instalacio do DM-1.
Adicionalmente, os niveis de IL-1B e TNF-«, estdo mais elevados a partir da 122
semana de vida, sendo que em animais diabéticos, os niveis de TNF-a. permanecem
elevados.

Ao contrario dos resultados dos grupos experimentais salina e diabéticos, os
efeitos imunomodulatério dos gangliosideos provavelmente promovem expressao mais
uniforme e estavel destas citocinas. No momento da instalagdo do processo inflamatério
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(122 a16® semana de vida)l os niveis de citocinas IL-1B TNF-o. e IL-12 , em geral
encontram-se reduzidos nos animais tratados com gangliosideos.

Os niveis séricos de IL-4 estavam elevados na 8% e 282 semana de vida e de
TGF-B estava elevados em todos os tempos estudado Estes resultados sugerem que
os gangliosideos possam atuar de forma especifica sobre linfécitos auto-reativos
ativados, modulando a transcricdo dos genes de citocinas Th1, estimulando a produgao
de citocinas modulatérias Th2/Th3, como IL-4, IL-10 e TGF-B (BUGGINS et al., 2001;
IRANI et al., 1996; MONTEIRO DE CASTRO et al., 2004).

A acdo dos gangliosideos sobre a expressdo de citocinas Th1, acredita-se que

seja através da supressdo dos primeiros eventos na cascata de transdugdo de sinais,
bloqueando a agado do Fator Nuclear«kB (NF-xB). O NF-xB regula os genes envolvidos
na resposta imunoldgica como IL2/IL-2R, TNF-a, MHC e IFN+y. Quando inativo este
fator € mantido no citoplasma ligado a uma proteina inibitéria denominada kB, que se
liga a regido homologa Rel no NF-«B bloqueando o sinal de localizagdo nuclear,
evitando sua entrada no nucleo (WHITESIDE e ISRAEL, 1997).

Gangliosideos inibem a fosforilacdo e degradacdo da I-xB, proteina regulatéria
qué liga-se ao NF-xB, impedindo sua translocag&o para o nucleo, inibindo desta forma,
a transcricdo do RNAm de citocinas pré inflamatérias, e promovendo a interrupgao do

ciclo celular (BUGGINS et al., 2001; IRANI et al., 1996; KANDA, 1999; ZIEGLER-

HEITBROCK et al., 1992).
Uma vez fosforilado, o kB sofre rapida poliubiquitinagcdo e € degradado. Apds

sua liberacdo, o NF-xB tem sua Sequéncia de Localizagdao Nuclear na regiao de
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homologia Rel exposta, possibilitando sua translocagio para o nucleo, onde iré ligar-se
ao DNA dando inicio a transcricdo génica (NG et al., 2002).

Estudos realizados com gangliosideos de origem tumoral tém demonstrado que
a degradacao do kB n&o ocorre em alguns casos, 0 que sugere a degradacdo da
forma ativa do NF-xB no citoplasma antes de sua translocagdo para o nucleo por
gangliosideos (NG et al., 2002).

Além da ac&o de citocinas pro-inflamatérias, evidéncias apontam a morte celular por
apoptose como um dos mecanismos no desenvolvimento do DM-1

Os estudos para deteccao de apoptose in situ pela técnica do TUNEL, mostram o
predominio de células apoptéticas no grupo tratado com gangliosideos, nos animais
com 8 e 28 semanas de vida.

A primeira evidéncia que a interagdo Fas/Fas-L esta envolvida na destruigdo
terminal da célula B, deriva de estudos realizados em camundongos NOD homozigotos,
mutantes Jpr (mutagcdo do gene Fas), o qual ndo desenvolve o diabetes, mesmo apds
transferéncia passiva de linfocitos de camundongos NOD diabéticos. Tal fato levou a
hipétese de que a destruicdo das células B esta relacionada com a sua capacidade de
expressar Fas estimulada pelo processo inflamatério e o curso natural do diabetes
(CHERVONSKY et al., 1997).

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

(KRAMMER, 2000).

124



Entretanto, outros autores tém demonstrado que a importancia da interacdo
Fas/Fas-L na instalagao do diabetes é relativa, uma vez que o Fas é constitutivo na
maioria dos tecidos e sua expressdo pode aumentar na ocorréncia do processo
inflamatério. As ilhotas pancreédticas ndo sdo excegdes, embora ilhotas nomais de
humanos e murinos possam induzir sua sintese in vitro, apés incubagéo com citocinas,
ou in vivo, apés a infiltragdo de linfécitos. Estes autores concluem que a expressdo de
Fas e Fas-L na ilhota pancreética € dependente do estimulo fomecido pelo processo
inflamatorio. Portanto, a apoptose seria simplesmente conseqiiéncia do processo de
destruicdo iniciado por outros mecanismos como perforinas, receptores de TNF e éxido
nitrico (ALLISON e STRASSER, 1998; THOMAS et al., 1999).

Os niveis elevados da proteina Fas-L e expressos constitutivamente nas células

o podem refletir mecanismos intrinsecos de defesa da ilhota pancreética, protegendo

células B e impedindo desta forma a ag&o de linfécitos. Sabe-se que os linfécitos auto-
reativos expressam constitutivamente a molécula de Fas e a interacdo deste com a
molécula de Fas-L presente na suposta célula—alvo poderia desencadear a morte
linfocitaria por apoptose (SIGNORE et al., 1998).

A participacado do sistema Fas/Fas-L tem gerado discussGes polémicas no meio
cientifico, sem que haja consenso sobre o papel destas moléculas (APOSTOLOU et al.,
2003; MATHIS et al., 2001). Alguns estudos indicam que a patogénese do diabetes
autoimune constitua processo multifatorial, com estagios distintos e o envolvimento de
varias células efetoras diferentes. E provavel que existam interacdes funcionais
significativas entre as diversas vias inflamatérias como, por exemplo, a inducédo de Fas

por citocinas. Talvez mecanismos e tipos celulares distintos predominem em diferentes
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estagios da doenga. Finalmenfe, € possivel que diversas vias atuem em diferentes
individuos influenciados por diferengas genotipicas ou expressdo de a‘uto—antigenos
(SU et al., 2000).

O Bcl-w € um dos membros da familia Bcl-2, a qual tem fungio reguladora ne
apoptose, impedindo a morte celular por diversos estimulos (GIBSON et al., 1996). Sue
estrutura € amplamente conservada entre camundongos e humanos, estando expressc
em varios tipos celulares (PRINT et al., 1998).

Nossos resultados mostram aumento na expressdo de Bcl-w em animais dc
grupo salina e diabéticos, quando comparado com os animais do grupo tratado com
gangliosideos, nos quais os niveis permaneceram invaridveis durante todo periodc
experimental. O aumento da expressao de Bcl-w é observado apds diversos estimulos
apoptoticos. Apds sua sintese, o Bcl-w insere-se na membrana mitocondrial, onde,
acredita-se que varios membros da familia de proteinas Bcl-2, interagem umas com as
outras. Acredita-se que, embora ocorram interagdes heterotipicas entre estas proteinas,
cada membro da familia € capaz de modular a atividade de outro membro, afetando,
desta forma, a sensibilidade da célula a apoptose (BORNER, 2003; KAUFMANN et al.,
2004; TAKAHASHI et al., 2004).

O grupo tratado com salina exibe niveis elevados do mRNA de Fas-L em relacéc
ao grupo tratado com gangliosideo, até a 16° semana de vida. Os resultados obtidos
nos animais diabéticos, sugerem que o Fas-L pode estar envolvido na leséo da ilhota,
visto que esta molécula encontra-se significativamente aumentado nestes animais. Ao

contrario, a expresséo reduzida de Fas-L mRNA em ilhotas pancreaticas sugere que
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ndo foram expostos, ou, tornaram-se resistentes, ao processo inflamatério e, desta
forma, a inducao da apoptose.

Outro importante mecanismo da morte celular no DM-1 esta relacionado com
citocinas pré-inflamatérias tais como IL-1B, IFN-y e TNF -, liberadas durante o ataque
autoimune por linfécitos T autorreativos, disparando a cascata de sinalizagdo de morte
celular ou apoptose induzida por linfocitos T efetores, apds interacdo de Fas/FasL e
perforinas/granzimas (MANDRUP-POULSEN, 2003).

Na analise de células esplénicas, a expresséo de Fas nao foi detectada no grupo
tratado com gangliosideos, pérem o grupo salina apresentou maior expressdo na 282. e
valores constantes nas demais semanas estudadas, incluindo o animal diabético
Quando avaliamos Fas-L ,0s valores encontrados foram sempre maiores no grupo
salina e diabético .Para Bcl-w a maior expressdo foi em 28 semanas para 0 grupo
gangliosideos e 122. para o grupo salina.

A susceptibilidade de linfécitos T a apoptose esta relacionada ao seu estado de
ativacdo. Como os dados da literatura sugerem, gangliosideos podem bloquear a
translocacdo do NF-xB para o nucleo, tomando os linfocitos T mais susceptiveis a
apoptose (KOLENKO et al., 1999).

Além da modulagdo de citocinas, gangliosideos podem atuar diretamente na
inducdo de apoptose. Apds sua incorporacdo a membrana plasmatica de timécitos
adultos e fetais, verifica-se grande aumento na fragmentacédo de DNA, processo que
pode ser revertido pelo uso de bloqueadores de endonucleases (ZHOU et al., 1998).

Outro mecanismo proposto para o efeito destes compostos no programa de

morte celular é a acdo direta sobre mitocdndrias, interagindo com o complexo Il da
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cadeia transportadora de elétrons, o que provocaria estresse oxidativo, induzindo a
transicdo de permeabilidade e, consequentemente, a liberacdo de fatores
apoptogénicos como citocromo ¢ e do fator indutor de apoptose (AIF) e ativagcdo de
caspases (GARCIA-RUIZ et al., 2000; RIPPO et al., 2000).

A transicdo de permeabilidade envolve a abertura de um poro na membrana
mitocondrial interna promovendo a difusdo de moléculas maiores que 1500Da, perda do
gradiente protdnico, inativacéo da fosforilagdo oxidativa e fluxo de céicio da mitocondria
para o citoplasma, intumescéncia e rompimento da membrana mitocondrial extema,
liberacao de fatores indutores da apoptose, que estimulam a fragmentagdo nuclear, e
do citocromo ¢, que ativa a cascata de caspases que efetuam a etapa final da apoptose
(MALISAN e TESTI, 2002).

Reforcando a hipotese da recuperagcdo de massa insular e aumento da
concentragao de insulina, observou-se a expressido dos fatores de crescimento NGF e
IGF-I. Nossos resultados confirmam a expressdo de NGF em ilhotas no grupo tratado
com gangliosideos durante todo periodo experimental, contrapondo com a presenca
deste mMRNA no grupo tratado com salina apenas na 122. e 162 semanas de vida, e
auséncia nos animais diabéticos.

Em células esplénicas encontramos maior expressdo génica de NGF na 202 e
282 semana de vida no grupo tratado com gangliosideos. Por outro lado, o grupo de
animais tratado com salina apresenta expressao génica na 122 162 e 20° semana de

vida. Os animais diabéticos expressam valores reduzidos de NGF.
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Sabe-se que o NGF pode atuar como regulador autdcrino de sobrevivéncia da
célula B, preservando a biossintese e secregdo de insulina, além de inibir a apoptose
(NAVARRO-TABLEROS et al., 2004; ROSENBAUM et al., 1998).

Quanto a expresséo de IGF-I em ilhotas, os animais tratados com gangliosideos
exibem niveis constantes, porém menores que os animais tratados com salina.os quais
exibem niveis crescentes da 82 a 162 semana de vida, decaindo posteriormente a niveis
préximos dos animais tratados com gangliosideos. Em células esplénicas a expressao
génica manteve-se constante durante o periodo experimental nos animais tratados com
gangliosideos. A expressao de IGF-I em células esplénicas de animais tratados com
salina e diabéticos, apresenta cinética semelhante aquela das ilhotas pancreaticas.

O IGF-l é um fator de crescimento com efeitos anti-apoptéticos em varios tipos
celulares (GEORGE et al., 2002). Em ilhotas pancreaticas, este fator de crescimento
pode suprimir a morte celular induzida pela IL-1B, através da supressao da iNOS (HILL
et al., 1999).

Com relagdo aos possiveis efeitos de gangliosideos na ativagdo da Jak-Stat
nossos resultados demonstraram a presenca de dose-dependéncia no estimulo a de
fosforilagdo de Tyk2 s. Em nossos experimentos n&o foi possivel detectar a ativagéo da
Stat4. Desta forma, o presente trabalho demonstrou efeitos modulatérios de
gangliosideos na ativacao da Jak2 / Tyk2 o que pode constituir um fator adicional no
controle da producédo de citocinas pré-inflamatérias e a manifestacdo do diabetes no

modelo do diabetes tipo 1 em camundongo NOD.
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A partir dos dados obtidos neste trabalho podemos concluir que:

1. A administracdo de gangliosideos na dose de 150 mg/Kg/dia, a partir da 42
semana de vida protege os animais da manifestacdo do DM -1 autoimune
espontaneo

2. A andlise imunoistoquimica e morfométrica reforcam a idéia da acio
imunomodulatéria dos gangliosideos sobre o infiltrado inflamatério do DM-
1

3. Diminuigdo na expressao génica de citocinas pro-inflamatérias (IL-18, IL-12,
TNFa e IFN-y) em ilhotas pancreaticas e células esplénicas

4. Diminui¢@o na expressao génica de componentes apoptéticos Fas, Fas-L e
Bel-w

5. Aumento na expressdo génica de NGF em ilhotas pancreaticas como
provavel fator de regeneragao

6. Niveis inalterados de IGF-I

7. Aumento de Citocinas sérica (TGF, IL-4) relacionadas com sobrevivéncia e
inducao de apoptose no DM-1

8. Acao dose dependente da mistura de gangliosideos sobre a ativagdo dos
fatores de transcrigdo (via Jak/Stat)

9. Aumento da fosforilagao de Tyk2
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O conjunto dos resultados obtidos no presente trabalho fornecem subsidio:
adicionais ao entendimento da ac&o dos gangliosideos sobre a modulagdo do processt
inflamatério do diabetes espontaneo experimental. Além disso, abrem nova:

perspectivas de linhas de investigacdo de natureza clinico-experimental visando nova:

abordagens no tratamento do diabetes tipo 1

13¢
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Abstract

In the Non obese diabetic (Nod) mouse model of type 1 autoimmune diabetes (DM1),
evidence suggests that pancreatic beta cell is mainly destroyed by apoptotic
mechanisms. The inflammatory cells populations include macrophages and CD4+ T
cell as the main cellular effectors, and CD8+ T lymphocyte the initiation cells of the
beta-cells injury process. Furthermore, CD4+ mediated beta-cell death is
predominantly dependent on apoptotic factors Fas/Fas and cytokines IFN-gamma
and TNF-alpha. Additional factors as perforins, IL-1 beta, glucose levels, among
others, contribute to energetic imbalance in beta-cell, playing a important role for
beta-cell destruction. The aim of the present study was to verify the effects of the
treatment with a mixture of gangliosides (GM1; GD1a; GD1b;GT1b) on the
development of diabetes and islets injury in a time course schedule from 4™to 28™ of
life. We used a RT-PCR to assess Fas, Fas-ligand and Bcl-w, mRNA expression in
islets and TUNEL assay to in situ apoptosis evaluation. Results sdggest that
gangliosides may interfere in the auto-destruction process, protecting beta cells
population from the auto reactive T cell by cytokine and apoptotic factors modulation,

decreasing the autoimmune response to pancreatic islets.



Introduction

In type 1 diabetes, autoimmune T cells cause destruction of pancreatic beta cells by a
largely unknown mechanism, although there is a body of evidence suggesting that
cell death can participate in this process. Previous studies have shown that beta cell
destruction is delayed, but can occur in perforin-deficient non obese diabetic (NOD)
mice; Fas™ deficient NOD mice do not develop diabetes and the use of Anti-Fas-L
antibody prevents infiltration and destruction of syngeneic islet grafts in NOD mice by
acting on FasL® CD4 or CD8 T cells [1,2]. Fas has been show to be expressed by
insulin-producing beta cells in mice [3].Thus, the understanding of effectors type 1
diabetes has become an area of intense research due to the unequivocal evidence

showing beta cell death in type 1 diabetes.

Apoptosis is a physiological event that occurs during embryogenesis, in the course of
normal tissue turnover and deletion of autoreactive T cells, where unwanted cells are
eliminated [4,5]. However, if the apoptosis is occurs out at the wrong time, crucial

cells may be lost [6].

Gangliosides, sialic acid-containing glycoshingolipidis, are found in the outer leaflet of
the plasma membrane of all vertebrate cells and are thought to play functional roles in
cellular interactions and the control of cell proliferation (7, 8]. In the immune system,
these glycoshingolipids have immunosuppressive properties, depending upon the
structure, concentration of gangliosides and the nature of the target and effector cells
19].

The aim of the present work was to investigate the effects of gangliosides on type 1

diabetes in NOD mice. Our results suggest an immunomodulation by gangliosides,



since the ganglioside-treated animals did not present any signs of diabetes.
Furthermore, the morphological insulitis index was significantly lower, as was the

expression of apoptosis molecules, suggesting the occurrence of inflammatory islet

cell death

MATERIAL AND METHODS
Animals

NOD/Uni female mice, aged 4 weeks obtained from CEMIB-UNICAMP, were
maintained in our laboratory in a specific-pathogen-free animal facility until sacrifice
on the 8", 12™ 16" 20" and 28™ weeks of life. The incidence of spontaneous type 1
diabetes in our colony was 60-80% in females. The animals received water and food
ad libitum under 12h cycles of darkness and light. Procedures involving animals and
their care were conducted in conformity with the general guidelines established by
The Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and by international laws
and policies.

Administration of gangliosides

The ganglioside-treated group received, from the 4" week of life, an intraperitoneal
dose injection of 150mg/kg daily of a purified gangliosides mixture from bovine brain
(21% GM1, 40% GD1a, 16% GD1b, and 19% GT1b; kindly gift by TRB-Phama,
Campinas-Brazil). Animals from the saline group received 0.9% saline solution at

similar time intervals and were submitted to an identical manipulation each day.



Blood glucose measurements and diabetes diagnosis

Blood glucose was obtained from a tail vein using Prestige LX Smart System Test-
strips (Home Diagnostic — Fort Lauderdale, FL, USA). Two consecutive readings of
blood glucose levels > 250mg/dL (13.9 nM) were considered as diagnostic of

diabetes onset.
Tissue Specimens

The animals were sacrificed on the 8, 12, 16, 20 and, 28" weeks of life. The pancreas
was removed for morphological classification of islet (insulitis) and insulitis index. The
cryostat sections, with 5 micrometers thickness, were obtained in nine consecutive
series with three sections on different slides, after disposal of ten sections among
series. The histological sections were stained with hematoxylin and eosin and

examined by light microcopy (Zeiss, Axioscop, Jena, Germany).

Insulitis Index

To establish the insulitis index, the pancreas was first classified by the insulitis grade,
according to mononuclear cell infiltration: grade 0 — intact islet; 1 — peri- and intra-islet
infiltration below 25% of islet area; 2 — intra-islet infiltration occupying 25'—80% of the
islet area; 3 — invasive insulitis, the mononuclear infiltrate occupying more than 80%
of the islet area; 4 — destructive insulitis, the mononuclear infiltration occupying the
total islet area substituting beta cells. After islet scoring, the following formula was

applied: = (0 xNO)+ (1 xN1)+ (2 xN2)+ (3 x N3) + (4 x N4)

4 x (NO + N1+ N2+ N3 + N4)



| = Index; No; N1; N2; N3; N4 = are the mean, number of islets scored in grades 0O; 1; 2;

3; and 4, respectively. | = 1.0, signifies that all islets have essentially been destroyed

[10].

Detection of in situ apoptosis by the terminal deoxynucleotidyl transferase-

mediated dUTP nick-end labeling assay (TUNEL)

The samples, obtained from NOD mice sacrificed on the 8,12,16,20 and 28" weeks,
were submitted to the TUNEL reaction carried out according to the manufacturer's
recommendations (Boehringer Manheim GmbH, Mannheim, Germany). Briefly,
sections were fixed in 4% paraformaldehyde for 30 minutes, and permeabilized for 2
minutes in a 0.1% Triton X-100, 0.1% sodium citrate solution. After blocking for
endogenous peroxidase activity with 0.3% hydrogen peroxide/methanol, a TUNEL
reaction mixture was applied for 60 minutes at 37°C. An anti-fluorescein peroxidase-

conjugated antibody (POD) solution was used to detect the incorporation of dUTP,

and slides were developed using 3,3' diaminobenzidine (DAB, 0.6 mg/ml, Sigma, St
Louis, USA) in 0.05 M Tris-HCI buffer (pH 7.6) containing 0.03% H>O-. The sections
were counterstained with Harris' haematoxylin and then treated for the saponification
reaction with lithium carbonate. The slides were mounted with coverslips using

Entelan (Merck, Darmstadt, Germany).



Islet isolation

The islet isolation was performed using the collagenase method, as previously
described [11,12]. In brief, the after excised pancreas was minced and digested with
collagenase V (Sigma) for 15 minutes, islets were isolated and collected under a
dissection microscope with a micropipette. After isolation, the number and viability of
islets were checked by Trypan blue exclusion; only islets with a viability of above 90%

were used for the RT-PCR procedure.

RT-PCR analysis for Bcl-w, Fas and Fas-L gene expression

Total cellular RNA was isolated by a modified protocol of acid guanidium
thiocyanate/phenol/chloroform extraction [13,14,12]. RNA was first reverse-
transcribed into cDNA (Superscript™ Il — Gibco, USA). PCR amplification was
performed in a total volume of 50ul, containing 2ul of the cDNA, 200ng of each
primer, 500uM dNTP (Pharmacia Biotech — Piscataway-NJ, USA) and 1U Taq
polymerase (Life Technologies, USA) in buffer supplied by the polymerase
manufacturer. Optimum PCR conditions were 40 cycles (568°C for 45s, 72°C for 90s,
95°C for 45s). Sample contamination by genomic DNA was verified by submitting the
RNA sample to PCR amplification, omitting the RT step. The PCR products were
submitted to 1.5% agarose gels electrophoresis containing ethidium bromide and
visualized by excitation by ultraviolet light and digitally recorded using the
Nucleovision® system (NucleoTech, San Mateo, CA, USA). The molecular <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>