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RESUMO



A linhagem de camundongos NOD (non obese diabetic) desenvolve espontaneamente
diabetes mellitus tipo 1 (DM-1) com marcante similaridade ao observado em humanos, que
se estabelece entre 12 e 24* semana de vida, com presenga de autoanticorpos especificos
contra antigenos pancreaticos. Grande parte das células encontradas sio linfocitos T CD4 " e
T CDS8" e, embora células NK, linfocitos B, células dendriticas e macrofagos também
possam ser identificados nas lesdes, o desenvolvimento da doenga ¢ primariamente
dependente de linfocitos T CD4" e CD8" auto-reativos. A diferenciagdo e funcionamento
de células B sdo regulados por uma variedade de hormonios e fatores de crescimento,
incluindo Nerve Growth Factor (NGF). Sabe-se que células- pancredticas expressam
receptores funcionais para NGF e esta neurotrofina induz modificagdes morfologicas e
fisiologicas, incluindo estimulacdo da secre¢do de insulina. Estudos de terapias para o
DM-1 baseadas na intervencao sobre o sistema imunoldgico revelam que estas podem ser
estratégias promissoras para impedir a instalagdo e/ou evolu¢do da doenga. Neste contexto,
investigamos os efeitos da administracdo de GM1 sobre a incidéncia do DM-1 e insulite em
camundongos NOD, expressdo de citocinas, NGF e seu receptor de alta afinidade TrkA.
Nossos resultados sugerem que administragdo de GMI1 na dose de 100mg/kg/dia em
camundongos NOD fémeas a partir da 4* semana de vida ¢ capaz de diminuir o indice de
infiltrado inflamatoério e conseqlientemente a expressdo do diabetes, modulando
negativamente o infiltrado inflamatério bem como a expressdao gé€nica de citocinas
pro-inflamatorias (IL-12, IFN-y, TNF-a e IL-1B), além de aumentar a expressdo génica e
protéica de NGF e TrkA, que pode atuar como regulador de sobrevivéncia da célula 3 de

maneira a inibir a apoptose desta célula.
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ABSTRACT



The strain of NOD mice (non obese diabetic) spontaneously develops diabetes mellitus type
1 (DM-1) with strong similarity to the observed in humans. In this model, the diabetes
manifestation occurs among 12™ and 24™ weeks of life, with presence of pancreas-specific
autoantibodies. Great part of the cells are CD4+ and CD8+T cells, and even so NK cells,
lymphocytes B, dendritics cells and macrophages also can be identified in the injuries, the
development of the disease is essentially dependent of autoreactive CD4+ and CD8+ T
cells. It was demonstrated that B - pancreatic cells express NGF functional receptors and
that this neurotrophin induces morphological and physiological modifications in pancreatic
B cells, including stimulation in insulin secretion. The inquiries of therapies for the DM-1
based on the intervention on the immune system disclose that these can be promising
strategies to hinder the installation and/or evolution of the disease. In this context, we
investigate the effect of GM1 administration on the incidence of DM-1 and insulitis in
NOD mice, cytokines expression, NGF and its high affinity receptor TrkA. Our results
suggest that administration of GM1 in the dose of 100mg/kg/dia in female NOD mice from
4* week of life are capable to reduce the index of inflammatory infiltrated and consequently
the expression of diabetes, down-modulating the inflammatory infiltrated as well as the
gene expression of pro-inflammatory cytokines (IL-12, IFN-y, TNF-a and IL-1p), besides
increasing the gene and protein expression of NGF and TrkA, that can act as regulating of

B cell - survival in way to inhibit apoptosis of this cell.
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1- INTRODUCAO



1.1 - O Diabetes Mellitus

O diabetes mellitus é definido como desordem metabodlica de multipla etiologia
caracterizada por hiperglicemia cronica, que afeta o metabolismo de carboidratos, lipidios e
proteinas, resultante do déficit de producdo de insulina pancredtica e/ou da presenca de
fatores que se oponham a agdo desse hormonio. Considerando-se as caracteristicas
etiolégicas do diabetes mellitus e seus mecanismos desencadeantes, essa doenca €
classificada em quatro tipos: a) Diabetes mellitus tipo 1; b) Diabetes mellitus tipo 2;
¢) outros tipos especificos de diabetes, incluindo diabetes secundario ou associado a outras

patologias; e d) diabetes mellitus gestacional [1].

O diabetes mellitus tipo 1 (DM-1) autoimune tem como caracteristica geral
inicio agudo, acometendo mais freqiilentemente criangas e adolescentes. O(s) fator (es)
desencadeante(s) e os mecanismos envolvidos na sua evolucdo, ainda ndo sdo totalmente

elucidados [1-4].

No DM-1, o processo inflamatério nas ilhotas pancredticas apresenta-se como
infiltracdo progressiva de células mononucleares com destruicdo seletiva de células
B produtoras de insulina, resultando na deficiéncia desse hormonio, mediada por clones
auto-reativos de linfocitos T [5-7]. Esse processo seria decorrente da perda da tolerancia
desses linfécitos a determinados constituintes da célula B pancredtica [8-10]. Além disso, o
estudo do diabetes mellitus autoimune espontineo em modelos animais experimentais,
fortalece a hipétese da ocorréncia de desequilibrio entre sub-populacdes de células T

efetoras e protetoras na indugao do diabetes [8, 11, 12].

Virios sdo os mecanismos propostos para ruptura da tolerancia imunolégica no
DM-1, explorados em modelos experimentais murinos associados a disturbios da tolerancia
central timica e, sobretudo da tolerancia periférica pés-timica. Assim, a manifestacdo do
DM-1 seria decorrente da crescente falha no bloqueio, anergia e/ou supressao periféricas da
reatividade anti-células . Desta maneira, estes distirbios convergiriam para a resposta
comandada por linfécitos T CD4+ contra constituintes da célula 3, processados e expostos
por células apresentadoras de antigeno (APC), favorecendo deste modo a manifestacdo do

DM-1 [13, 14].
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Embora linfécitos T auto-reativos participem ativamente na patogé€nese do
diabetes autoimune, autoanticorpos anticélula da ilhota ou ICA (“islet-cell antibodies™),
descritos em 1974 por BOTTAZZO et al [15] desempenham importante papel no
diagnéstico da doenga [10]. ICA sdo anticorpos policlonais que reagem com as células a, 3
e y da ilhota pancreatica [1]. A especificidade de autoanticorpos presentes no soro de
pacientes com DM-1 e animais diabéticos tem sido extensivamente investigada. Os ICA
sdo detectados precocemente antes da manifestacdo clinica do diabetes e sdo considerados

marcadores imunolégicos do DM-1 sem efeito patogé€nico direto [16].

Um ndmero cada vez maior de antigenos presente nas células das ilhotas vem
sendo identificado, entre eles: sialoglicolipideo, insulina, receptor de insulina, transportador
de glicose (GLUT-2), proteina de choque térmico 65 (hsp 65), carboxipeptidase H, ICA
512/TA-2 (tyrosine phosphatase-like) [1, 2, 17]. A proteina glutamato descarboxilase
(GAD) encontrada na membrana das células 3 € o principal marcador no DM-1, o qual
converte dcido glutamico em 4cido y-aminobutirico (GABA), principal neurotransmissor
inibitério do sistema nervoso central [18-20]. O GAD possui duas formas isoméricas
denominadas GAD ¢s ¢ GAD ¢7, 0os quais estdo presentes em 85-90% dos individuos com

DM-1 [2, 12, 21-23].

Por outro lado, considera-se que a expressdao de peptideos imunogénicos na
célula B, induzidos por toxinas e infeccdes virais, poderia aumentar a suscetibilidade a
reacOes autoimunes [24]. Diversos autores tém investigado a hip6tese de susceptibilidade
da célula B pancredtica a fatores variados de agressio como os radicais livres e,
especialmente, os oriundos do sistema imunolégico, como as citocinas [1, 25-27]. Além
disso, a predisposicao genética do individuo para a destruicdo autoimune, juntamente com

fatores ambientais, parece favorecer o desencadeamento de mecanismos de autoimunidade.

Nesse cendrio em particular, deve-se considerar o papel fundamental do
complexo de histocompatibilidade principal (MHC) na predisposi¢do genética ao DM-1
com a associacdo de genes I e I”. Esses genes influenciam o desenvolvimento do DM-1
através da selecdo positiva de clones auto-reativos no timo (presenca de alelos de

suscetibilidade); pela auséncia de selecdo negativa no timo (falta de alelos protetores para
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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 linfécitos T supressores restritos ao MHC) [28-30)].

Outro aspecto importante do envolvimento direto dos linfécitos na
determinagao do DM-1 € a produgdo e liberacdo de citocinas por essas células no decurso
da insulite. Tais moléculas mediariam o processo inflamatdrio local, alterando a funcdo das
células B e contribuindo para a destrui¢ao das ilhotas pancredticas [31]. Neste sentido,
embora os mecanismos de destruicao das ilhotas mediados por citocinas ndo estejam ainda
bem caracterizados, diversos trabalhos tém evidenciado que os efeitos citotéxicos dessas

moléculas sobre as ilhotas pancredticas induzem a apoptose das células 3 [32-34].

As ilhotas de Langerhans sdo circundadas por teia de fibras frouxas nervosas e
por um tipo de células de Schwann ndo-mielinizadas, marcadas pela expressdo das
proteinas S100P e GFAP (glial fibrilary acidic protein) [35, 36]. Antes de invadir as ilhotas,
as células do sistema imune se acumulam fora das ilhotas em associagdo muito proxima a
rede de células de Schwann. Com o avango da insulite, estas células sdo destruidas [36, 37].
Entretanto, ainda ndo estd confirmado se a perda de tolerancia as células de Schwann é um

passo crucial para o desenvolvimento do DM-1 [37].

A andlise da patogénese do diabetes em humanos € limitado e por essa razao ¢é
importante destacar que grande parte das informacdes que sustentam a hipdtese da
participacdo dos linfécitos T na imunopatogénese do DM-1 decorre de investigacdo em
modelos animais geneticamente predispostos a essa doenca, como os camundongos da
linhagem NOD (diabético ndo obeso), que desenvolvem espontaneamente o diabetes

autoimune.

1.2 — Camundongos NOD (Non obese Diabetic)

Os camundongos NOD representam modelo experimental descrito por
MAKINO et al. (1980) que desenvolvem espontaneamente diabetes mellitus autoimune

com marcante similaridade ao observado em humanos. Desde seu desenvolvimento, esta
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linhagem € utilizada para entender os complexos processos envolvidos em doengas
autoimunes. A linhagem de camundongos NOD foi inicialmente desenvolvida no Japao,
ap6s o cruzamento de sublinhagem CTS (propensa a catarata) com uma linhagem ndo
consangiiinea ICR. O primeiro relato de DM-1 espontineo foi observado em apenas um
camundongo fémea e a partir de cruzamentos seletivos de sua prole, a linhagem NOD
1sogénica foi estabelecida em 1980 no Laboratério SHIONOGI ABURAHI como modelo

animal para o DM-1 [38].

No Brasil, a linhagem foi introduzida e implantada na Universidade Estadual de
Campinas por PAVIN & ZOLLNER (1994) [39], a partir de col6nias matrizes provenientes
do laboratério INSERM U-25-Necker, Paris, Franca.

A colonia NOD/Shi demonstrou prevaléncia de diabetes entre 70-80% para
fémeas e 20% para machos. Contudo, diferencas na manifestacdo do diabetes entre diversas
colOnias tém sido relatadas. A colonia NOD estabelecida e mantida no Centro de
Bioterismo da Unicamp (CEMIB) em condicdes livres de patégenos (SPF), apresenta
prevaléncia de diabetes entre 60-90% nas fémeas e 5-20% nos machos. Fatores ambientais
como dieta e exposicdo a virus tém sido considerados como causa das diferencas de

incidéncia [5, 40].

O DM-1 clinico neste modelo animal desenvolve-se espontaneamente entre a
12* e 24" semana de vida, mais freqiilentemente em fémeas. Polidipsia, politria, glicostria
elevada, hiperglicemia e deficiéncia de insulina sdo observados nestes animais,
acompanhados de uma rapida perda de peso [38]. Estudos histolégicos evidenciaram que ao
redor do primeiro més de vida sdo observadas poucas células imunes infiltradas nas ilhotas
com subesequentes infiltrados mononucleares que circundam as ilhotas, caracterizando
peri-insulite. Estes infiltrados de células mononucleares nas ilhotas pancredticas progridem
e invadem as ilhotas (insulite). Neste periodo, grande parte das células encontradas sao
linfécitos T CD4" ¢ T CD8" e, embora células NK, linfécitos B, células dendriticas e
macrofagos também possam ser identificados nas lesdes, o desenvolvimento da doenca €

primariamente dependente de células T CD4" e CD8" [35, 13, 24, 41].
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Assim, células CD4" e CD8" exercem papel sinérgico, uma vez que o diabetes
apenas se desenvolverd na presenca de ambos os subtipos [41]. Portanto, linf6citos T CD4"
podem ter papel essencial, ndo somente no inicio da insulite, como também na progressao
do diabetes, uma vez que sua eliminagdo através da utilizacdo de anticorpos monoclonais
anti-CD4" pode suprimir a insulite e, conseqiientemente, o aparecimento do diabetes no
camundongo NOD [42]. Linfécitos CD4" sdo predominantemente observados na fase
precoce da infiltracdo da ilhota (periinsular), onde sdo requeridos nos processos de
expansdo clonal através da producdo de IL-2 e, dessa forma, aumentam a ativacdo de
linfécitos T CD8" [41]. A propor¢do de células CD8' no infiltrado de células T cresce
substancialmente com o tempo de destrui¢do das células produtoras de insulina [43].
Entretanto, existem evidéncias do papel dos linfécitos T CD8" na fase efetora final da
patogénese do diabetes, independente da presenca de linfécitos T CD4™ [44, 45]. Dentre os
mecanismos de destrui¢do das ilhotas pancredticas estd a capacidade de realizar funcdes
citotoxicas através da utilizacao de granulos de perforinas e granzimas bem como indugao

de apoptose através da interagdo Fas/Fas-L [46-48].

Dessa maneira, linfécitos T auto-reativos desempenham papel crucial no
aparecimento do diabetes nesses animais e a ineficiéncia de sua elimina¢do pode contribuir
para a manifestacdo da doenca. Assim, observou-se que a prevengcao do DM espontaneo no
camundongo NOD pode ser obtida através da timectomia neonatal. Além disso, em
camundongos NOD/nude (atimicos), verifica-se reducdo da incidéncia de insulite sem
manifestacdo do diabetes [49]. 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 nao diabéticos, camundongos NOD irradiados e
camundongos NOD-SCID, os quais ndo desenvolvem diabetes [41, 50, 51].
Complementando essas observagdes, autores descreveram que a administracdo de
imunossupressores com fun¢do direcionada preferencialmente para linfocitos T e
administra¢do de anticorpos anti-CD3" [52] sdo capazes de suprimir a ocorréncia do DM

autoimune espontaneo [24, 41, 53, 54].
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No conjunto, essas observagdes relacionadas a participagao de linfécitos T tanto
na insulite e, evolutivamente no diabetes, tém reforcado, direta ou indiretamente, a hipotese
da etiologia autoimune. Contudo, apesar de experimentos com camundongos NOD
fornecerem evidéncias do papel chave de substancias mediadoras da destruicdo das células
B produzidas por linfécitos T CD4" e CD8", existem evidéncias da presenga de mecanismos

efetores finais apoptéticos pelos quais essas células sdo destruidas.

1.3- Imunoregulacio, Citocinas e Destruicao das Ilhotas Pancreaticas

A resposta imune € coordenada por linfécitos T auxiliares (Th-Thelper) cujas
funcgdes diferem de acordo com o estimulo antigénico e condi¢des do microambiente no
qual ocorre a resposta. Desta forma, os linfécitos Th s@o subdivididos nos fendtipos de
resposta Th1, caracterizados pela expressao local de citocinas especificas como IL-2, IFN-y
e TNF-a.. A resposta Thl genericamente manifesta-se nas doencas autoimunes mediando a
inflamacdo através da resposta imune celular, representada pelos linfécitos T citotéxicos,
“natural killer” e macréfagos. Por outro lado, o fendtipo Th2 direciona resposta imune
humoral com liberacao local de citocinas do tipo IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 [55]. No contexto
dos possiveis mecanismos envolvidos nas desordens autoimunes, o desequilibrio entre as
populacdes de células Th1l e Th2 com predominancia do fenétipo Th1 parece ter substrato
na fisiopatologia da quebra de tolerancia e reacOes autoimunes que ocorrem na linhagem de
camundongos NOD [56].

A hipétese na qual a destruicdo das células 3 ocorre quando héd predominio de
citocinas do tipo Thl sobre Th2 € proveniente de experimentos de imunidade passiva
empregando-se linfécitos CD4" de camundongos NOD, tratados com superantigenos
incorporados a adjuvante completo de Freund (CFA). A transferéncia destes linfocitos para
animais NOD com 4 semanas de vida evitou a ocorréncia do diabetes, em virtude de
provdvel desvio da resposta imune de Thl para Th2, devido a a¢do do superantigeno, com
liberacdo de citocinas anti-inflamatérias (IL-4, IL-10) [57, 58]. Postulou-se, entdo, que os
mecanismos deste tipo de prote¢do envolveriam agdo seletiva sobre certas sub-populacoes
linfocitarias T CD4+, desviando a resposta imune de padrao Thl para Th2 com ampliagdo
da resposta humoral, modulando a resposta celular no sentido de retorno a homeostasia

imune.
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O padrio de resposta observado em pacientes com DM-1 bem como em
camundongos NOD, ¢ marcado pelo predominio de citocinas caracteristicas da resposta
Thl [31, 32, 55, 59-61]. Acredita-se ainda, que haja o envolvimento direto das células
linfocitdrias designadas células efetoras sobre as células B pancredticas, designadas células-
alvo, resultando na liberacdo de mediadores soluveis responsdveis pelo processo inflamatorio

local contribuindo para a destrui¢cdo das ilhotas [31, 32, 61].

No campo experimental, diversos autores t€m estudado os efeitos in vitro de
citocinas como IL-1, TNF-a, TNF-B e IFN-y utilizando ilhotas isoladas de modelos
animais. Nas ilhotas pancredticas recém isoladas, os efeitos dessas citocinas t€m sido
amplamente estudados [33, 55] mostrando que sdo capazes de, isoladamente, inibir a
liberacdo de insulina pelas ilhotas pancreéticas e, combinadas, de induzir a fragmentagdo do
DNA e destruicdo das células [ pancredticas [55, 62, 63]. Contudo, é possivel que estudos
in vitro ndo representem a magnitude da fisiopatologia da les@o pancredtica que ocorre in
vivo. A simples presenca da citocina na lesdo da insulite ndo identifica seu papel na
patogénese do DM-1, uma vez que esta pode ter funcdo pré-inflamatdria, ou mesmo

anti-inflamatéria, regulando desta maneira, o processo inflamatério [32].

O IFN-y € produzido por células NK e linfocitos T através de estimulacdo por
outras citocinas (TNF-a, IL-12, IL-18) derivadas de macrofagos. Embora IFN-y seja
originalmente definido por sua atividade antiviral, esta citocina possui efeitos
imunomodulatérios que podem estar envolvidos na patogénese do DM-1, e dentre eles
podemos citar regulacdo da expressao de moléculas MHC, desenvolvimento de fenétipo
celular tipo 1, ativagdo de macréfagos, bem como apoptose e adesdo [64]. No camundongo
NOD, a expressao de IFN-y nas células infiltradas das ilhotas foi relacionada com a insulite
destrutiva [33, 65, 66]. Essa citocina, assim como TNF-f, tem expressao aumentada de
forma consistente com o envelhecimento dos camundongos NOD sugerindo que a
destruicao da ilhota e a manifestacio do DM-1 associam-se com o aumento de sua

producdo pelas células do infiltrado inflamatério [67].
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Ja IL-1B é produzida principalmente por macrdéfagos ativados e afeta quase
todos os tipos celulares, frequentemente em conjuncdo com outras citocinas [68]. Pode

induzir danos ao DNA bem como morte celular [64].

Outra citocina importante na patogénese do DM-1 é TNF-a, produzido
principalmente por macréfagos ativados e linfocitos T. O TNF-a possui uma variedade de
atividades que incluem a regulacdo de moléculas de adesao em células endoteliais para
promover a migragao de leucocitos para as ilhotas [69], inducdo de expressdao de moléculas
de MHC classe I e II nas ilhotas pancredticas [70] e ativagdo de APCs e linf6citos T [64].
Apesar dos efeitos diretos do TNF-o sobre as células [ e progressio do diabetes
permanecerem ainda ndo totalmente elucidados, ha evidéncias de que esta citocina seja

capaz de induzir a apoptose de células 3 [64].

Como referido anteriormente, variedade de mecanismos tem sido proposta para
explicar os efeitos citotéxicos das citocinas nas ilhotas pancredticas, os quais incluem a
formacdo de 6xido nitrico que é mediador citotoxico da acdo dessas citocinas, por induzir a
lise das células das ilhotas precedendo a lesdo do DNA e ocasionando a sua destrui¢do [32,
61, 71]. 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 combinacdo de IL-1, TNF-a e IFN-y [33, 63, 72].

Baseando-se em experimentos com camundongos NOD, outros mediadores
também sdo capazes de efetuar a destruicdo das células B. Dentre os mediadores envolvidos
nessa destruicdo incluem-se: 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 fragmentacio do DNA e mudancas morfoldgicas
caracteristicas da apoptose através de sinalizacdo de receptores que envolvem a ativacdo de

proteases ou caspases [48, 64].

Desta forma, de acordo com estes dados experimentais, fica evidente que o

controle da resposta imune € multiplo e, provavelmente, depende da somatdria de efeitos de
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vdrias citocinas que constituem um microambiente propicio para a destrui¢do das ilhotas

pancredticas.
1.4- Neurotrofinas

Hé cinqiienta anos, um polipeptideo que induz crescimento neuronal foi
descoberto e denominado fator de crescimento neuronal (Nerve Growth Factor - NGF)
[73]. Algumas décadas mais tarde, uma série de outras moléculas com funcdo e estrutura
similares foram identificadas e, juntas, formam uma familia de polipeptideos de fatores de
crescimento denominada neurotrofinas. Além do NGF, essa familia compreende: fator
neurotrdfico cérebro-derivado (BDNF), neurotrofina 3 (NT-3) e neurotrofina-4/5 (NT-4/5),
sendo encontrados em todos os tetrdpodes, com excecao de NT-4/5 que ndo foi identificado
em aves. As neurotrofinas provavelmente sdo oriundas da duplicagdo de um gene ancestral,
cujos dois genes intermedidrios deram origem ao NGF e NT-3, e ao BDNF e NT-4/5,

respectivamente [74].

As neurotrofinas ligam-se a dois tipos de receptores com constantes de
dissociagdo de 10°M e 10" M, denominados como receptores de baixa afinidade e de alta
afinidade, respectivamente [75, 76]. O receptor de baixa afinidade € o p75NTR [77, 78]. Seu
papel funcional ainda ndo estd bem fundamentado [79, 80]. Entretanto, sabe-se que age
como co-receptor para os receptores de alta afinidade [81] e como mediador de programas
pro-apoptéticos induzidos por NGF dependendo do estidgio de desenvolvimento celular

bem como de seu estado fisiologico [82-85].

Os receptores tirosina quinase (Trk) TrkA (gpl140trkA), TrkB (gpl145trkB) e
TrkC (gp145trkC) agem como receptores especificos e de alta afinidade de neurotrofinas
[76, 86-88]. Estes receptores Trk possuem um dominio extracelular, que se liga a diferentes
neurotrofinas, e um dominio citosélico, em que a atividade tirosina-quinase € essencial para
a transducdo sinal. Cada membro da familia Trk possui ligantes preferenciais entre as
neurotrofinas [89]. NGF liga-se preferencialmente ao TrkA, que também liga com
eficiéncia mais baixa, NT-3 e NT-4/5 [90, 91]. TrkB € o receptor para BDNF e , em menor
extensdo, para NT-3 [91, 92]. Ja TrkC interage exclusivamente com NT-3 [93].
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Como ocorre com as neurotrofinas, os genes codificadores dos receptores Trk
provavelmente também s3o oriundos de um gene ancestral comum. Dessa maneira,
neurotrofinas e receptores Trk estdo presentes em todos os vertebrados e suas seqii€éncias

sdo altamente conservadas ao longo da filogenia [74, 94].

As agdes das neurotrofinas no sistema nervoso foram amplamente estudadas e
sdo extensivamente revisadas, embora o conceito de que o papel das neurotrofinas esta
confinado a células do sistema nervoso venha sendo reconsiderado [95]. Assim, alguns
estudos tém revelado agdes significantes das neurotrofinas em uma variedade de tecidos

fora do sistema nervoso, especialmente, no sistema imune [95-99].

1.4.1- NGF

NGF, um dos fatores neurotréficos mais estudados, possui papel crucial na
sobrevivéncia e desenvolvimento de neurdnios cerebrais e periféricos [100-102].
Recentemente, no entanto, numerosos estudos revelam que NGF ndo age somente em
células dos sistemas nervoso periférico e central; também possui acdo nos sistema

imunolégico e enddcrino, sendo produzido e liberado por uma variedade de células [95-99]

Os efeitos bioldgicos do NGF em células imunohematopoiéticas sdo similares
aos encontrados em células nervosas, sendo mediados tanto pelo receptor de baixa

NTR
5

afinidade p7 quanto por TrkA, receptor de alta afinidade [88, 97].

Sob condicdes normais, NGF estd presente na corrente sanguinea de roedores e
humanos. Numerosos estudos mostram que o nivel circulante desta neurotrofina € afetado
nio somente em eventos de estresse e outras alteracdes neuroenddcrinas, mas também por
mudancas na idade, seguido por surtos neurologicos e durante doencgas alérgicas e

autoimunes [103, 104].

Diversos estudos mostraram que NGF induz a diferenciacdo e proliferacdo de
linfécitos T e B [105], promove o crescimento, sobrevivéncia e propriedades funcionais de

neutréfilos, como quimiotaxia, fagocitose e producdo de superdxidos [106, 107], age como

Introdugdo

25



fator de sobrevivéncia para linfécitos B de memodria, além de estar envolvido na
proliferacdo e/ou diferenciacdo de diversas células hematopoiéticas, incluindo granuldcitos,

mondcitos e mastocitos [108-110].

Foi demonstrado que células-3 pancredticas expressam receptores funcionais
para NGF e, que esta neurotrofina exerce alguns efeitos sobre as mesmas. Particularmente,
induz modificagdes morfoldgicas e fisioldgicas, incluindo estimulacio da corrente de sédio
que aumenta a secre¢do de insulina devido a uma forte despolarizacdo que aumenta a

entrada de calcio e exocitose [111-115].

A expressao dos receptores de baixa e alta afinidade para NGF foi demonstrada
em ilhotas de ratos no periodo fetal e em ratos adultos [116, 117]. A localizagdo celular de
NGF e TrkA € regulada conforme o desenvolvimento, sugerindo que este sistema possui

papel importante no desenvolvimento da célula-3 [114].

1.5- Gangliosideos e seu Potencial Imunomodulador

Os gangliosideos pertencem a classe de glicoesfingolipideos formados por uma
porcdo hidrofébica de 4cido graxo amido de esfingosina e uma cadeia hidrofilica de
carboidratos, contendo uma ou mais moléculas de acido sidlico. A cadeia oligossacaridica
do gangliosideo pode variar em composicao, porém a seqiiéncia bdsica compreende quatro
sacarideos: glicose, galactose, N acetilgalactosamina e eventualmente, frutose. Nestes
compostos, a cadeia oligossacaridica contém pelo menos um agucar 4cido ligado a
ceramida (esfingosina + acil CoA). Vdrios residuos de 4cido sidlico sao ligados a cadeia de
carboidrato, sendo que o residuo sidlico predominante é o &4cido N-acetilneuraminico
(NANA). Na molécula individual do gangliosideo, o nimero e posi¢do dos residuos de
acido sidlico sdo varidveis e, a partir desta caracteristica surgiu o método para classifica-los

[118]:
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Monossialotetraexosilgangliosideo (GM1) — contém uma unidade NANA;

Dissialotetraexosilgangliosideo (GD1a, GD1b) — contém duas unidades NANA

ligadas em posicdes diferentes;

Trissialotetraexosilgangliosideo (GT1b) — apresenta trés unidades NANA

ligadas em posi¢des diferentes;

Tetrassialotetraexosilgangliosideo (GQ) — com quatro unidades NANA ligadas

em posi¢oes diferentes.

Embora sejam componentes normais da membrana celular da maioria dos tipos
celulares, sdo encontrados em maior concentracdo nas células do sistema nervoso [119,
120]. Localizam-se externamente a bicamada lipidica, sendo importantes em diversos
processos bioldgicos como neurotroficidade, adesdo intercelular, crescimento e
diferenciacdo celular [121], apoptose e transformagdo oncogénica [122]. Além disso, atuam
como receptor e co-receptor de vdrias substancias bioativas como hormonios e citocinas, €

na traducao de sinais para o meio intracelular [123].

MERRIT et al. (1984) [124] observaram que gangliosideos foram capazes de
inibir in vitro a proliferacdo de linfécitos T citotoxicos dependente de IL-2. OFFNER et al
(1987) [125], por sua vez, mostraram que estas moléculas induzem alteracdes na orientacdao
molecular de CD4 presente nos linfécitos T helper atuando como moduladores do sistema

imune.

A hipdtese da modulacdo dos gangliosideos no desenvolvimento do DM-1
recebeu subsidio importante com as evidéncias da natureza sialoglicoconjugado do
antigeno alvo do anticorpo anticitoplasma da célula [ pancredtica (ICA) [126].
Posteriormente, COLMAN et al (1988) [127] verificaram que uma fracdo de
monogangliosideo extraido de pancreas humano inibiu a ligacdo do ICA as células § em
cortes de pancreas, processados através de imunohistoquimica. Frente a esses fatos,
WILBERZ, et al. (1988) [128], trataram camundongos NOD com gangliosideos
objetivando o estudo de seu efeito sobre a incidéncia do diabetes mellitus nestes animais.

Estes autores verificaram que a incidéncia da doeng¢a diminuiu significativamente em
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fémeas e machos tratados a partir da quarta semana de vida, embora o tratamento com
gangliosideos nao tenha reduzido a ocorréncia da perivasculite, precursora da invasdo das

ilhotas de Langerhans pelas células inflamatorias.

Ao analisarem o padrao de distribui¢ao dos gangliosideos no pancreas humano,
DOTTA et al (1989) [129], verificaram que o gangliosideo GM2-1 estd expresso
intensamente nas ilhotas pancredticas analisadas em cortes de tecido pancredtico humano e
pouco abundante no restante do 6rgao. Posteriormente, DOTTA et al (1993) [130] a partir
de estudo comparativo entre a expressdo de gangliosideos em ilhotas pancredticas de
camundongos NOD e camundongos C57BL/10, mostraram expressdo aumentada do
gangliosideo GM2-1 nas ilhotas daqueles animais. Além disso, observaram que a redugao
da quantidade dos gangliosideos GM2-1 e GM3 estavam associadas tanto com o avango da
idade quanto com o inicio do diabetes nestes animais. Estes achados foram interpretados
como evidéncia da participagdo do monosialogangliosideo GM2-1 como antigeno alvo

dos ICA.

Por sua vez, PAPACCIO et al. (1993) mostraram que a administracdo de
mistura de gangliosideos em camundongos NOD fé€meas, a partir da quinta semana até a
vigésima primeira semana de vida, interferiu no aumento gradual da glicemia, postergando
assim a instalacdo do diabetes clinico. Coerente com estes dados, observaram que o
tratamento com gangliosideos retardou a progressiva desorganizagdo da cito-arquitetura das
células . Contudo, curiosamente, estes autores nao encontraram diferenca significativa
entre os animais tratados e os animais controle quanto ao aparecimento da insulite e sua
progressdo. Além disso, segundo os autores os dados obtidos neste trabalho ndo seriam
suficientes para provar a eficiéncia da agao terapéutica dos gangliosideos sobre a instalacao

e evolucdo do DM autoimune [131].

Apesar destas consideracdes, o conjunto de informacdes disponiveis tem
refor¢ado a hipétese de que os gangliosideos desempenham papel modulador importante na
atividade imunolégica e tem dado suporte a investigacdo de seu emprego para terapéutica

dos distirbios imunolégicos [132].
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1.5.1- GM1

O gangliosideo GM1, um dos poucos sialoglicoconjugados na natureza
resistente a sialidase, € uma molécula pluripotente capaz de modular as atividades de uma
grande variedade de proteinas de membrana incluindo receptores, enzimas, canais i6nicos e
moléculas de adesdo [133-136].

GM1, bem como alguns derivados de gangliosideos, parecem ser efetivos na
reducdo da expressdo de CD4 na superficie de células T de diferentes espécies [125].
SAGGIORO et al., (1993) [137] demonstraram que o GM1 mascara epitopos de CD4,
reconhecidos por diferentes anticorpos monoclonais, localizados entre os dois dominios
amino-terminais, o que induz a internalizacao da molécula CD4 em um compartimento
endocitico onde € eventualmente degradada. KRIFUKS et al. (1998) [138], por sua vez,
demonstraram o envolvimento de proteinas quinases e fosfatases na modulagdo por
gangliosideos sobre a expressao das moléculas de CD4 dos linfécitos presentes no sangue
periférico. Para tanto, trataram estes linfocitos com inibidores de proteinas kinases, e
verificaram que houve uma inibicao da imunossupressdo de CD4 induzida por GM1.

Em células neuronais em cultura, GM1 induz uma variedade de respostas
caracteristicas da neurotrofina NGF. In vivo, ha evidéncias que este gangliosideo, assim
como o NGF, previne a apoptose de neurdnios colinérgicos apds dano cortical [139]. Juntos
estes dados sugerem que GMI1 e outros gangliosideos exercem atividade neurotréfica
similar a0 NGF e que o GM1 pode ser utilizado para restaurar fungdes neuroldgicas [140].

Aparentemente, GM1 mimetiza os efeitos do NGF através de interagdo com o
receptor de alta afinidade para NGF, TrkA, e ativacdo subseqiiente de proteinas
sinalizadoras especificas. O mecanismo exato utilizado pelo GM1 na estimulacdo de TrkA
ainda ndo foi definido [141]. A ativacdo do TrkA € atribuida a formacdo de dimeros que
resultam em trans- ou autofosforilacdo dos residuos de tirosina, dessa maneira, alguns
autores sugerem que o GM1 ndo deve se ligar diretamente ao receptor, mas sim auxiliar na
formacdo de agregados de TrkA na membrana celular. Estes agregados catalisariam a
formacdo de dimeros de TrkA, passo necessdrio para ativar a atividade tirosina quinase do
receptor e, consequentemente, a transducao sinal [140]. Este tipo de interac@o e indugdo de
fosforilagdo da tirosina por GM1 também explicaria a habilidade deste gangliosideo em

potencializar o efeito do NGF in vitro e in vivo [139, 142].

Introdugdo

29



2- OBJETIVOS



A partir dos conhecimentos provenientes da literatura e de resultados prévios
obtidos no LIAE referentes a modulacao dos gangliosideos sobre o processo inflamatério

imune mediado, este trabalho tem como objetivos:
Objetivo Geral:

Estudar os efeitos do tratamento com o gangliosideo GM1 em camundongos

fémeas da linhagem NOD na expressdo do diabetes e alguns marcadores inflamatorios.
Objetivos especificos:
Avaliar:

1. o efeito da administragdo cronica do gangliosideo GM1 sobre a incidéncia e

morbidade do diabetes autoimune espontaneo em fémeas dessa linhagem.

2. em cortes histologicos a intensidade do processo inflamatério nas ilhotas
pancredticas, bem como a expressdo de NGF, seu receptor de alta afinidade

TrkA e GM1.

3. os efeitos do tratamento com GM1 sobre a expressao génica de citocinas (IL-
12, IFN-y, TNF-a e IL-1B), NGF e TrkA, em ilhotas pancredticas isoladas e

células esplénicas.

4. a concentracgdo sérica de citocinas (IL-12, IFN-y, TNF-a e IL-1p).

Objetivos
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3- MATERIAL E
METODOS



3.1- Animais

Os camundongos utilizados neste estudo eram provenientes da colonia NOD
proveniente do INSERM U-25, Hospital Necker (Paris, Franca), implantada e mantida pelo
Centro de Bioterismo da Unicamp (CEMIB) desde 1994, em condigdes livres de patdgenos
especificos (SPF). A freqiiéncia cumulativa do DM-1 clinico espontaneo registrado na
colonia de camundongos NOD-Uni com 25 semanas de idade, tem se mantido ao redor de
85% entre as fémeas ¢ de 5 a 20% entre os machos, revelando-se similar a da colonia de

origem [39].

Os protocolos utilizados neste trabalho foram aprovados pelo Colégio

Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA).

3.2- Grupos Experimentais

70 camundongos NOD/Uni fémeas objetos de estudo provenientes do
Cemib/Unicamp eram mantidos em condi¢cdes SPF, com controle de luz, temperatura e
umidade no Laboratorio de Imunologia & Alergia Experimental (LIAE), recebendo dgua e
racdo padrdo autoclavadas e oferecidas ad [libitum. Os grupos experimentais eram

estabelecidos como descrito a seguir:

Grupo GM1: 30 camundongos NOD fémeas tratados com GMI1(SYGEN®,
gentilmente cedido pela TRB PHARMA) na dose de 100 mg/kg/ dia, administrados intra-

peritonealmente (ip) a partir da 4° semana até a 28* semana de vida.

Grupo Salina: 40 camundongos NOD fémeas que constituiram o grupo
controle, nos quais era injetada solugao fisiologica estéril, sendo monitorizados até o final

do protocolo.
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3.3- Diagnéstico do Diabetes e Sacrificio dos animais

A ocorréncia do diabetes mellitus era monitorada em todos os animais a partir
da 10* semana de vida. As glicemias eram monitoradas semanalmente através de
glicosimetro Prestige LX® (Home Diagnostic, EUA) retirando-se amostra de sangue da
veia caudal do animal. Os animais eram considerados diabéticos apds confirmagdo de
hiperglicemia, medidas por meio de glicosimetro por duas semanas consecutivas, com

valores de glicemia superiores a 250 mg/dl (13,8mM) [60, 143, 144].

Os animais que apresentavam diabetes ou ao completarem o tempo de 28
semanas, eram anestesiados com tiopental sddico 2,5% (Thiopentax®, Cristalia — Produtos
Quimicos Farmacéuticos LTDA) (15 a 30mg/kg de peso corporeo) e submetidos a coleta de
sangue periférico por meio de pungdo cardiaca, com transferéncia imediata para tubo
plastico de 1,5 ml (livre de RNAse) para centrifugacdo e posterior separacdo de soro
utilizado para dosagem de citocinas séricas por meio da técnica de Elisa. Apds este
procedimento, realizava-se a remog¢ao do pancreas juntamente com a retirada do bago. O
baco, era acondicionado em tubo de vidro estéril contendo solucdo tampao de Hanks
(Sigma, EUA) para extracdo de células mononucleares, conservadas em guanidina sarcosyl
para futura extragdo de RNA total. O pancreas era depositado em capsulas contendo meio
de inclusdo O.C.T (Tissue Tek® Miles — EUA) e rapidamente congelados em nitrogénio
liquido ou submetido a digestdo com colagenase para extra¢do de ilhotas, as quais eram
conservadas em guanidina sarcosyl para futura extragdo de RNA total. As pegas incluidas
em OCT eram conservadas em bio-freezer a - 80°C até processamento histologico. Apos
este procedimento os pancreas eram submetidos a criocortes para estudo morfologico e
imunofluorescéncia, empregando-se cortes obtidos em criostato (Leica, CM 1850,

Alemanha).

3.4- Analise Morfologica

A avaliacdo histolégica dos pancreas tinha como objetivo analisar os aspectos

morfoldgicos das ilhotas pancreaticas e de seu eventual grau de insulite.
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Os pancreas eram transferidos e posicionados no suporte do criostato de
maneira a se obter a maior area possivel de corte. Os cortes eram coletados em série de 14
cortes consecutivos de Sum de espessura e depositados em Ildminas histologicas
previamente silanizadas (y-Methacryl-Oxipropil-Methoxysilane - Sigma St Louis, EUA).
Apos a obtencdo da primeira série de cortes, o pancreas era desbastado 300um e, a seguir,
outra série de 14 cortes era igualmente processada. Repetia-se este procedimento outras

quatro vezes obtendo-se os conjuntos de laminas representados no esquema 1.

As laminas n°: 1, 8, 15 e 22 - obtidas através de criocortes eram corados pela
técnica da hematoxilina e eosina, observadas em microscopio Optico (Axioscope, Zeiss,
Darmstad-Alemanha), permitindo detectar a presenca de infiltrado inflamatério em toda
extensdo do o6rgdo. Os cortes, nos quais se evidenciava a presenga de infiltrado
inflamatorio, eram submetidos a contagem de ilhotas de Langerhans e classificados
segundo o grau de infiltrado celular (insulite) apresentado. As laminas subseqiientes eram
utilizadas para a caracterizagao linfocitaria para CD4", CD8" e CD11" e, deteccdo de NGF,

TrkA e GM1.

A classificag@o utilizada nas ilhotas pancredticas, segundo o grau de insulite
apresentado, era realizada atribuindo-lhes seguinte escore segundo critérios propostos por

SIGNORE et al. (1989) [145] e adaptado [60].
0 = ilhota normal, na auséncia de infiltrado.
1 = peri-insulite, presenga < 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, invasao total da ilhota pelo infiltrado.

As ilhotas eram contadas e classificadas por grau, em trés planos de cortes
diferentes por 6rgdo. Os resultados eram representados pela média e desvio padrio
referente relacdo niumero de ilhotas de cada grau/total de ilhotas contadas por animal, para
cada grupo experimental, e calculava-se o indice de infiltrado celular, segundo a féormula

[146]:
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I= (0xNp)+ (I x N;) +(2xNz)+ (3 xN3) +H(4 x Ny)

4 x (No+ Nj + Not+ N3 +Ny)
Indice = 1 - destruicéo total da ilhota

0, 1, 2, 3 e 4 representam os diferentes graus de insulite (como descrito
anteriormente) € Ny, N, N2, N3 e N4, 0 niimero total de ilhotas com seus respectivos graus

de infiltragdo.
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Esquema 1 - Representagdo do procedimento para a obten¢do dos conjuntos de cortes
analisados para estudo morfologico, quantitativo e imunohistoquimico das

ilhotas pancreaticas.
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3.5- Imunofluorescéncia
3.5.1-CD4",CD8 e CDI11"

Para a especificacdio do infiltrado inflamatorio nas ilhotas pancreaticas
realizava-se a fenotipificagdo do infiltrado para linfécitos T expressando marcadores CD4"
e CD8" e, macréfagos que expressam CD11" como marcador de superficie, provenientes de

cortes histologicos congelados.

A técnica empregada era de imunofluorescéncia indireta. As laminas apos
prévia fixacdo em acetona durante 15 minutos eram lavadas trés vezes em PBS (solucdo de
salina fosfatada tamponada) e em seguida os cortes eram incubados em 2,5% BSA V
(albumina bovina fracdo V; GibcoBRL, EUA); 2%; leite desnatado em p6 e 8% SFB
(soro fetal bovino HyClone — Utah, EUA) durante 2 horas, para bloqueio de sitios
inespecificos. Aproximadamente 50ul do anticorpo primério anti- CD4, anti-CD8 e
anti-CD11(produzidos em rato) (BD PHARMINGEN, Califérnia, EUA) eram adicionados
a cada corte (dilui¢ao 1:25) e incubados por toda noite, em temperatura ambiente, em
camara umida, protegida contra luminosidade. Em seguida, as ldminas eram lavadas trés
vezes com PBS e 50ul do anticorpo secundario (5 pg/mL) conjugado com FITC anti- rato
IgG para CD4, CD8 e CD11 (Vector Laboratories Inc., Califérnia, EUA) era adicionado e
incubado por duas horas nas mesmas condig¢des descritas anteriormente. As laminas eram
lavadas uma vez em PBS e montadas em glicerol, sendo observadas em microscopio Leica

DM 4500B e as imagens captadas através do software Leica FW4000.

3.5.2- NGF e TrkA

Para deteccao de NGF e TrkA, empregava-se a técnica de imunofluorescéncia
indireta. Apos 15 minutos de fixacdo em acetona gelada, as laminas eram lavadas trés vezes
em PBS e, em seguida bloqueadas com 2% leite desnatado em pd e 8% SFB
(HyClone — Utah, EUA) em PBS durante toda a noite, a 4°C, em camara imida. Novas
lavagens eram realizadas e, aproximadamente 50 ul do anticorpo primario anti-NGF e anti

TrkA (produzidos em coelho) ( Santa Cruz Biotechnology, EUA) eram adicionados a cada
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corte (diluicdo 1:50). As laminas eram entdo incubadas por toda a noite nas mesmas
condi¢des descritas anteriormente. Em seguida, adicionava-se 50ul/corte do anticorpo
secundario conjugado com FITC IgG anti-coelho ( Vector Laboratories Inc., California,
EUA), na concentragdo de 10 pug/ml, mantendo-se por 2 horas ao abrigo da luz ¢ em
temperatura ambiente. Posteriormente, as laminas eram lavadas uma vez e montadas em
glicerol, sendo observadas em fotomicroscopio Leica DM 4500B e as imagens captadas

através do software Leica FW4000.

3.5.3- GM1
3.5.3.1- Soros

Os soros utilizados para purificagdo de anticorpos anti-GM1 foram obtidos de
protocolo prévio em que camundongos NOD fémeas eram tratados com mistura de
gangliosideos (GM1, GD1a, GD1b, GT1b). Para a identificagdo de anticorpos anti-GMI,
era utilizada a técnica de Elisa, a partir de protocolo preliminarmente padronizado no

LIAE.

3.5.3.2- ELISA — Anticorpos anti-GM1

Placas de polietileno de fundo chato com 96 pogos eram adsorvidas com 100 ul
de GMI1 na concentragdo de 50 pug/ml solubilizado em metanol e incubadas overnight a 4°C
para evaporacao do solvente. Apods secagem completa, as placas eram lavadas 3 vezes com
0,05% de Tween 20 em PBS. Para bloqueio dos sitios inespecificos era utilizada uma
solugdo de leite em pd desnatado 3% em PBS pH 7,4 , por 2 horas, em temperatura
ambiente. As placas eram lavadas novamente por 3 vezes e, a seguir amostras de soro
previamente diluidas 1:100 em PBS eram adicionadas aos pogos e incubadas overnight em
temperatura ambiente. Apos lavagem, eram adicionados 100 pl de anticorpo conjugado
com peroxidase anti-camundongo cadeia p ou y especifico diluido 1:5000 em PBS e

mantido por 90 minutos em temperatura ambiente. A placa era, entdo, lavada por 5 vezes, e
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a reacdo de cor, produzida pela adicdo de tetrametilbenzidina (TMB OptEIA™ BD -
Biosciences, EUA), durante 30 minutos, protegida de luminosidade, sendo bloqueada com
H,SO4 IN. Os valores de absorbancia eram obtidos apds leitura em 450nm utilizando
espectrofotometro Spectra Max 190 (Medical device, EUA). Os titulos dos anticorpos anti-
GM1 foram tabelados, e as médias e os desvios padrao para cada grupo foram calculados e

estabelecidos em Unidades Arbitrarias (UA)

3.5.3.3- Identificag@o dos soros

A partir das unidades arbitrarias, 3 intervalos para agrupar os soros contendo
anticorpos anti-GM1 foram estabelecidos. O limite inferior das faixas estabelecidas (A) era
calculado a partir da média mais 2 desvios padrao das unidades arbitrarias de anticorpo
anti-GM1 obtidas a partir de soro de animais controles nao tratados e ndo diabéticos, sendo

entdo , estabelecidas as faixas intermediaria (B) a elevada (C).
A-0,2-0,40
B- 0,401- 0,6
C->0,6

Apoés analisar cada grupo de resultados, procedia-se ao isolamento de
anticorpos anti-GM1 a partir de pool formado por aliquotas 50 pl de 10 soros tratados com
gangliosideos, que continham mais de 0,6 UA de anticorpo, ou seja, estavam no

intervalo C.

3.5.3.4- Isolamento dos anticorpos anti- GM1

Para isolar os anticorpos anti-GM1 era utilizada resina de cromatografia DEAE-
Sephadex [147]. Adicionava-se 50mg de DEAE- Sephadex sem tratamento adicional a 70
mg de GM1, mantendo-se a suspensdo sob agitacio magnética suave, durante 2 horas e
meia, em temperatura ambiente. Apds este periodo, eram realizadas 3 lavagens com 1ml de
metanol-agua 1:1 e outras 3 lavagens com solu¢do de lavagem, contendo 0,1M Tris-HCL,

0,1M NacCl, 0,01M EDTA, pH 7.3. A suspensado era mantida durante a noite a 4° C. No dia
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seguinte, eram adicionadas as aliquotas dos 10 soros selecionados (faixa de concentragao
C) diluidos 1:100 (v/v) em volume final de 500 pl de Tris, adicionando-se a seguir 100 pl
do DEAE- GM1 e 2400 pl de Tris, completando 3ml. Esta preparacdo era submetida a
agitacdo magnética suave durante 60 minutos e a centrifugacdo por 5 minutos a 3000 rpm.
O sobrenadante era excluido e o pellet, lavado 2 vezes com 1 ml de solu¢ao de lavagem.
Era entdo feita a elui¢do dos anticorpos anti-GM1, adicionando ao pellet 1ml de glicina-
HCI 0,2M, pH 2,8. Apds 3 minutos de agitacdo suave, procedia-se centrifugacdo como
descrito anteriormente. O sobrenadante era imediatamente neutralizado com NaOH 0,IN, ¢
o titulo dos anticorpos estimado por meio de leitura espectrofotométrica em 280 nm em

relagdo ao coeficiente de extingdo da IgG (2'"50)=13.6.

3.5.3.5- Imunofluorescéncia — GM1

Para observacao dos sitios de ligagao do gangliosideo GM1, empregava-se a
técnica de imunofluorescéncia indireta. Apds 15 minutos de fixacdo em acetona gelada, as
laminas eram lavadas trés vezes em PBS e, em seguida bloqueadas com 2% leite desnatado
em p6 em PBS durante toda a noite, a 4°C, em camara umida. Novas lavagens eram
realizadas e, aproximadamente 50 pl do anticorpo primdrio anti-GM1 (produzidos em
camundongo) eram adicionados a cada corte (diluicdo 1:10). As laminas eram entdo
incubadas por toda a noite nas mesmas condi¢des descritas anteriormente. Na manha
seguinte, adicionava-se 50ul/corte do anticorpo secundario conjugado com Texas Red” IgG
anti-camundongo (Vector Laboratories Inc., Califérnia, EUA), na concentragdo de 5 pg/ml,
mantendo-se por 2 horas ao abrigo da luz e em temperatura ambiente. Posteriormente, as
laminas eram lavadas uma vez e montadas em glicerol, sendo observadas em
fotomicroscopio Leica DM 4500B e as imagens captadas através do software Leica

FW4000.

3.6- Isolamento de Células Mononucleares do Baco

Sob anestesia de tiopental sédico 2,5% os animais tiveram seus bagos
removidos assepticamente e colocados em tubo de ensaio estéril, contendo solucao salina

de Hank (Sigma Co, St Louis, EUA). Posteriormente, os bagos eram cuidadosamente
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macerados, utilizando-se peneiras estéreis (Sigma). A seguir, as células eram lavadas em
solucdo salina de Hank (Sigma) e centrifugadas por 10 minutos, a 1500 rpm. A seguir, o
botdo celular era tratado com tampao de lise, durante 10 minutos, em repouso, com o
objetivo de eliminar eritrécitos. Eram realizadas mais duas lavagens com solucao de Hank e
ao pellet obtido, era adicionado solu¢do de guanidina-sarcosyl. As amostras eram

armazenadas a - 80°C para posterior extracdo de RNA total.

3.7- Isolamento de Ilhotas

As ilhotas eram isoladas seguindo-se a técnica descrita por Boschero et al.
(1981) [148], e adaptacdes, quanto ao tempo de reacdo e concentracdo de colagenase,

realizadas no LIAE [60], visando melhorar o rendimento, conforme descrigao a seguir.

Sob anestesia de tiopental sédico 2,5%, os animais tiveram suas cavidades
abdominais abertas e os pancreas localizados. Apds distensdo e seu isolamento dos outros
orgdos, o pancreas era infundido com solu¢do de Hank contendo 2,5 mg/ml de colagenase
(Sigma) através de seringa de 1 ml até seu intumescimento. A seguir, o 6rgao era removido
e transferido para uma placa de Petri onde sofria fragmentagdo suave com o auxilio de
tesoura cirtrgica. A suspensdo era transferida para tubo de ensaio vedado com rolha e
encubado em banho térmico a 37°C durante 24 minutos. Decorrido esse periodo e sob
banho térmico, o tubo era agitado manualmente por aproximadamente 1 minuto, para
finalizar a digestao do 6rgdo. Em seguida, o conteudo era transferido para um becker vidro
de 100ml e adicionado Hank até completar volume de 80 ml. Apds intervalo de 2 minutos,
aspirava-se o sobrenadante com uma seringa, repetindo-se este procedimento por 3 vezes,

com a finalidade de separa¢do do tecido adiposo, colagenase e enzimas pancreaticas.

O isolamento das ilhotas era realizado manualmente através de lupa, colocando-
se por volta de 10 ml da suspensdo 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 aspiracdo, com auxilio de pipeta Pasteur tratada com albumina (solu¢do de Hank
contendo 10 mg/ml de albumina). A seguir, eram transferidas para outra placa de Petri com
fundo escuro, também tratada com albumina. A partir dessa solugdo limpida, realizava-se

nova coleta.
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Eram coletadas 30 ilhotas/animal, sendo transferidas para tubo plastico de
1,5ml livre de RNAase, adicionando-se a seguir cerca de 400ul de solugao preservadora de

guanidina-sarcosyl. Esta prepara¢ao era mantida a -80°C até sua utilizagdo.

3.8- Extracdo de RNA Total (RNAT)

As amostras de RNA total eram extraidas das células esplénicas e ilhotas,
através do método de Guanidina Tiocianato - Fenol - Cloroféormio [149]adaptado no LIAE

conforme descricao a seguir.

As células esplénicas e ilhotas isoladas eram respectivamente agrupadas e
homogeneizadas em solugdo de extragdo de RNA, 4M guanidina tiocianato contendo

2-mercaptoetanol (Sigma) e 0,5% sarcosil pH 7,0.

Para a separacgdo das proteinas dos acidos nucléicos adicionava-se volume igual
de solu¢do Fenol:Cloroformio:Alcool Isoamilico (25:24:1). A seguir, esta mistura era
agitada vigorosamente formando emulsdo 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 adi¢do de 3 volumes
de etanol absoluto e acetato de so6dio pH 5.2, na concentracdao final de 0,3M. Esta

preparagao era mantida a - 80°C por 48 horas.

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

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

A qualidade do RNA total extraido era analisada através da relacdo entre suas
leituras em espectrofotdmetro (Spectramax 190, Molecular Devices, EUA) nos
comprimentos de onda de 260nm e 280nm. Eram consideradas adequadas as amostras com

relacdo entre 1.6 ¢ 1.8.

A quantificacdo do RNA total era feita através da formula: (densidade optica a

260nm/0,025) x diluigcdo de leitura/1000= RNA pg/ul.

3.10- Transcricao Reversa do RNA total Extraido (cDNA)

A sintese do ¢cDNA era realizada a partir de S5ug de RNA total. Para a
realizagdo PCR de transcrigdo reversa (RT-PCR), adicionava-se a amostra 0,5ul de Oligo
d(pt) e 4dgua ultra pura em quantidade suficiente para 28ul. Aquecia-se os tubos com as
respectivas amostras em termocicladora (GeneAmp® 9700, Perkin Ellmer, 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 21ul
de solucdo de reagdo (10ul de tampao Super RT, Sul de ANTP mix 0,5mM, 5ul de DTT
0,IM e 1ul de RNAsin) seguidos da incubagao por 2 minutos a 42°C. Apos adi¢do de 1pul
de enzima Super Transcriptase reversa (500U), a reacdo processava-se em termocicladora
nas condi¢des: 42°C por 50 minutos, 70°C por 15minutos, resfriamento da amostra até 4°C

(adaptado no LIAE) [150].

Apo6s a ultima etapa, as amostras com volume de 50ul eram armazenadas a -

20°C como DNA complementar (cDNA).
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3.11- Amplificacao de cDNA por Reacao de Polimerase em Cadeia (PCR)

O procedimento padrao de PCR era realizado adicionando-se ao tubo de reagao,

2ul de amostra de cDNA, 100ng de primer 5' sense, 100ng de primer 3' anti-sense, 45ul de

solugdo de reacdo (5ul de tampao Taq polimerase - Thermus aquaticus DNA polimerase

gene (Invitrogen, EUA); 5ul de ANTP mix 5nM, 1,5ul de MgCI2 50mM e 33.5ul de 4gua

ultra pura) e 1ul de 6leo mineral. Em seguida os tubos contendo as misturas de cDNA eram

transferidas para termocicladora programada para as seguintes condi¢des: Desnaturacdo a

94°C por 2 minutos, 80°C por 5 minutos para aplica¢do de 1ul da enzima Taq polimerase,

Pareamento 58°C por 45 segundos, Extensdo dos primers a 72°C por 90 segundos,

Desnaturag@o dos primers a 95°C por 45 segundos, 40 ciclos, extensdo final 72°C por 10

minutos, temperatura de espera 4°C. Os produtos dos PCR eram armazenados a -20°C.

Tabela 1- Os primers utilizados com suas seqiiéncias descritas abaixo obedeciam a

ciclofilina (gene estrutural). pb= pares de bases.

estratégia sense e anti-sense: TNF-a, INF-y, IL-13, IL-12, NGF, TrkA e

Primer Sense (5’ - 37) Anti-sense (5’ - 3°) Produto
TNF-a CTTAGACTTTGCGGAGTCCG CCCTGTCACTGGACCTA 254 pb
INF-y AAGTGGCATAGATGTGGAA CTGGACCTGTGGGTTGTA 265 pb
IL-1B AGGCTCCGAGATGAACAA AAGGCATTAGAAACAGTCC 450 pb
-12 AGCTTTTGTGACAACCAATAAC CAAACTCACAGAGATCTGCCTG 297 pb
NGF TGAAGCCCACTGGACTAAA ACCTCCTTGCCCTTGATG 372 pb
TrkA GGGGCTAACTCTGGTCAAT AGGGTGTAGTTCCCGTTGT 345 pb
Ciclofilina GACAGCAGAAAACTTTCGTGC GGTTCTGACTCACCGACCT 276 pb
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3.12- Analise dos Produtos da Reacao em Cadeia de Polimerase (PCR) por

Eletroforese em Gel de Agarose

As amplificagdes 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 excitacio em UV e documentadas fotograficamente em sistema de
documentacao fotografica (NucleoVision, Nucleo Tech, CA, EUA).. A intensidade das
bandas era analisada por captacdo da imagem dos géis e submetidos a analise com software
GelExpert (NucleoTech). 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 tampio 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 cDNA e Tampao GBX
(tampdo de amostra de PCR) 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 III Fragments (Invitrogen) era aplicado em todas as

eletroforeses. As condigdes de eletroforese eram: 45 minutos a 70 volts, 150mA.

3.13- Andlise Semiquantitativa dos Produtos de PCR

A semi-quantificacdo do RNAm era obtida pela relagdo entre as areas de pixel
determinadas para as bandas correspondentes ao RNA mensageiro em questdo ¢ aquelas
observadas para a ciclofilina (gene estrutural). Os valores foram normalizados e

transformados em Unidades arbitrarias (pixel index) através da seguinte formula:

Expressdo semiquantitativa (Unidades arbitrarias) = (4rea de pixel do RNA

mensageiro a ser avaliado/ area de pixel da ciclofilina) x 100.
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3.14- ELISA - Citocinas
3.14.1- IL-12, IFN-y e IL-1P

As placas eram adsorvidas com anticorpo de captura especifico para as
citocinas IL-12, IFN-y e IL-1B (CytoSet'™ — Biosource, EUA) na concentracio de
1,25png/ml, diluido em solugdo tampao carbonato-bicarbonato (p.H. 9.4) e incubadas por 18
horas em temperatura de 4°C. A seguir, as placas eram lavadas por 3 ciclos rapidos com
solugdo salina e 0,1% de Tween 20 (Merck - Alemanha). Para bloqueio dos sitios
inespecificos utilizava-se solug¢do de soro albumina bovina 1% em PBS (p.H. 7,4)
(tampdo de ensaio), por 2 horas em temperatura ambiente. Novamente as placas eram
lavadas por 3 ciclos répidos e 100 pl de amostras de soros diluidos 1:2 em tampdo de
ensaio era adicionado, e eram mantidas em camara imida por 90 minutos em temperatura
ambiente, com excecdo de IL-1pB, incubada a 37°C. Apds o processo de lavagem, era
adicionado 100 pl de anticorpo de deteccdo biotinilado diluido 0,125 pg/ml em tampao de
ensaio suplementado com 5% de soro bovino fetal para IL-12 e IFN-y, e a concentragdo
utilizada era de 0,05 pg/ml para IL-1P, sendo que as placas permaneciam em camara imida
por 1 hora em temperatura ambiente. Em seguida as lavagens, era adicionada solugdo de
estreptavidina/peroxidase, na concentragdo de 0,3 pg/ml diluido em tampao de ensaio e
entdo, mantidas por 45 minutos em temperatura ambiente protegida de luminosidade.
Posterior as lavagens, a reagcdo de cor era produzida pela adigdo de tetrametilbenzidina
(TMB OptEIA™ BD - Biosciences), sendo bloqueada apés 30 minutos com H,SO4 IN. Os
valores de absorbancia eram obtidos apods leitura em 450nm utilizando espectrofotdometro
Spectra Max 190 (Medical Device, EUA) e os célculos eram realizados através do software
SOFT MAX-PRO 3.0. Para cada experimento, era utilizada curva de referéncia, para

determinac¢do da concentracao de citocina.

3.14.2- TNF-a

As placas eram adsorvidas com 100ul de anticorpo de captura especifico para
TNF-a (CytoSet™ — Biosource, EUA) na concentragdo de 1,25ug/ml, diluido em solugio
tampao carbonato-bicarbonato (p.H. 9.4) e incubadas por 18 horas a 4°C. A seguir, a

solugdo de adsorc¢do era aspirada e, para bloqueio dos sitios inespecificos adicionava-se 300
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ul de solugdo de soro albumina bovina 1% em PBS (p.H. 7,4) (tampao de ensaio), por 2
horas em temperatura ambiente. A seguir, as placas eram aspiradas e 100 pl de amostras de
soros diluidos 1:2 em tampao de ensaio eram adicionados, ¢ imediatamente, adicionava-se
50 pl do anticorpo de detecgdo biotinilado na concentragdo de 0,05 pg/ml em tampao de
ensaio, sendo mantidas em camara umida por 2 horas em temperatura ambiente. Apds 4
ciclos répidos de lavagem com solugdo salina e 0,1% de Tween 20 (Merck-Alemanha),
eram adicionados 100 pl de anticorpo solucdo de estreptavidina/peroxidase, na
concentragdo de 0,15 pg/ml diluido em tampao de ensaio e entdo, as placas eram mantidas
por 30 minutos em temperatura ambiente protegida de luminosidade. Posterior as lavagens,
a reagdo de cor era produzida pela adigdo de tetrametilbenzidina (TMB OptEIA™ BD -
Biosciences), sendo bloqueada apds 20 minutos com H,SO4 1N. Os valores de absorbancia
eram obtidos apds leitura em 450nm utilizando espectrofotdometro Spectra Max 190
(Medical Device, EUA) e os calculos eram realizados através do software SOFT MAX-
PRO 3.0. Era utilizada curva de referéncia, para determina¢do da concentra¢do da citocina

em estudo.

3.15- Analise Estatistica

Os resultados eram expressos como média e desvio padrdo. Os dados eram
submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) entre grupos pelo teste Kruskal-Wallis com
post-test Dunn. O teste Mann-Whitney era aplicado para comparacdo entre os grupos
tratados e seus respectivos controles. Eram considerados estatisticamente significativos
p<0.05. Para analise do efeito do GM1 sobre a expressao do diabetes, a razdo de chance da
condicdo nos expostos € nao expostos era calculada, assim como o intervalo de confianga

(95%).

3.16- Formatacao do texto

Para a formatacdo do texto no que se refere as citacdes e bibliografia,
empregou-se o programa computacional EndNote 9.0 (Copyright© 2006 The Thomson
Corporation. EUA, licenciado para o Laboratério de Imunologia & Alergia Experimental) e
o formato Vancouver, segundo as normas da Comissao de Pos-Graduagdo da Faculdade de

Ciéncias Médicas — Unicamp.
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4- RESULTADOS



4.1- Efeito do tratamento com GMI1 sobre a manifestacio do diabetes autoimune

espontaneo

O tratamento de camundongos NOD com GMI1 mostrou-se capaz de reduzir a
manifestacdo do diabetes, visto que apenas 56,6% dos animais tratados (17/30)
apresentaram niveis glicémicos superiores a 250 mg/dl. Por outro lado, nos animais tratados
com salina verificou-se a ocorréncia de glicemias superiores a 250 mg/dl em 75% dos
animais (30/40). Foi calculada a razdo de chance da condi¢do nos expostos € nao expostos
para analisar o efeito do GM1 sobre a expressdo do diabetes, levando em consideracdo o
intervalo de confianca. O risco relativo dos animais tratados com GMI1 foi de 0.75, com
intervalo de confianca de 0.52 a 1.23. Esses valores indicam o favorecimento do tratamento

com GM1 em relacdo a doenca (Figura 1, pag. 63).
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Figura 1- Incidéncia cumulativa do diabetes no camundongo NOD submetido ao
tratamento com GMI1 ou salina. Observa-se que nos animais tratados com
GM1 56,6% ficaram diabéticos (n=17/30), enquanto que 75% dos animais do
grupo salina apresentaram a doenca (n=30/40). O risco relativo a
administracdo de GM1 foi de 0.75, com intervalo de confianca de 0.52 a 1.23,

indicando o favorecimento do tratamento com GM1 em relagdo a doenca.
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4.2- Efeito do tratamento com GMI1 sobre o processo inflamatorio e indice de

infiltrado nas ilhotas pancreaticas

A quantificacdo do grau de infiltrado nas ilhotas de animais tratados com GM1
e salina foi determinada por meio do grau de infiltrado linfomononuclear (Figura 2, pag.
65). A andlise morfoldgica seguida pela classificacdo das ilhotas segundo o grau de
infiltrado celular revelou que nos animais ndo diabéticos e diabéticos tratados com GMI, a
presenca de ilhotas com infiltrado grau IV € menor quando comparada, respectivamente,
com os animais ndo diabéticos e diabéticos do grupo salina. Pode-se também observar

maior nimero de ilhotas com grau 0 nos animais tratados com GM1.

A partir da andlise do indice de insulite, pode-se observar que os animais
tratados com GM1 apresentam resultados significativamente menores (GM1-diabético, 0.48
+ 0.08; GM1-ndo diabético, 0.38 = 0.06) (p<0.05) que o grupo salina (Salina — diabético,
0.63 = 0.07; Salina-ndo diabético, 0.52 = 0.03) (Figura 3, pag. 66).
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Figura 2 - Gréfico representativo da classificacdo das ilhotas de Langerhans segundo o
grau de insulite em camundongos NOD diabéticos (n=5) e ndo diabéticos

(n=5) tratados com GMI1 e seus respectivos controles salina (n=5).
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Figura 3 - Indice de infiltrado celular em ilhotas de camundongos NOD tratados com GM1
e tratados com salina. Os animais tratados com GMI1 apresentam indices
significativamente reduzidos quando comparados aos seus respectivos controles
salina. Os resultados estdo expressos por média e desvio padrdao

(*p<0,05 — Mann-Whitney).

4.3- Imunofluorescéncia

A imunofluorescéncia do infiltrado insular revelou a presenca de linfdcitos
CD4", CD8" e macréfagos (CD11%), especialmente intensos em animais diabéticos,

independente do tratamento (Prancha I, pag. 70).

Nos animais nao diabéticos tratados com GMI1, observou-se presenca de
infiltrado na periferia da ilhota de Langerhans constituido por linfécitos CD4" e CD8" e
macroéfagos, igualmente distribuidos, apresentando padrdao semelhante de marcacdo para
estas células (Prancha I — figuras A, B e C, pag. 70). Ja nos animais ndo diabéticos do grupo
salina, observou-se um aumento no nimero dessas células, especialmente de linfécitos

CD8" e de CD11" (Prancha I — figuras E, F e G, pdg. 70).
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Foi possivel observar nos animais diabéticos tratados com GM1, um aumento
substancial de células CD4" , CD8" e macréfagos, ocupando quase a totalidade da ilhota
(Prancha I — figuras I, J e K, pag. 70). Da mesma forma, a imunofluorescéncia dos animais
diabéticos do grupo salina revelou padrao semelhante de marcacdo observado no grupo
GM1 diabético, com apresentacdo de infiltrado celular em quase toda a totalidade da ilhota

(Prancha I — figuras M, N e O, pag. 70).

A imunofluorescéncia para deteccdo de NGF, TrkA e GM1 demonstrou maior
expressdo destes marcadores em animais ndo diabéticos de ambos os grupos, GM1 e salina.

(Prancha II, pag.72).

Nos animais ndo diabéticos tratados com GM1 observou-se maior expressao de
NGF, TrkA e GM1 em relagdo aos outros grupos estudados. O NGF e seu receptor de alta
afinidade TrkA foram demonstrados na regido peri-ilhota, assim como o GMI1, sendo
também encontrado mais disperso por toda a ilhota (Prancha II — figuras A, B e C, pag.72).
No grupo salina niao diabético observou-se o mesmo padrao de marcagdo encontrado nos
animais nao diabéticos tratados com GM1, porém com imunoreatividade reduzida (Prancha

Il - figuras E, F e G, pag.72).

Ja os animais diabéticos tratados com GM1 (Prancha II — figuras I, J e K,
pdg.72) ou com salina (Prancha II — figuras M, N e O, pdg.72) revelaram expressao

substancialmente reduzida dos trés marcadores analisados.
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Prancha I — Imunofluorescéncia de pancreas para deteccio de linfécitos CD4" e CD8" e

macréfagos (CD11%) em animais ndo diabéticos e diabéticos tratados com

GM1 ou salina.

e Grupo GMI1 - nido diabético: (A) células CD4"; (B) células CD8"; (C)

células CD11". Localizadas na regidio peri-ilhota. (D) colora¢io HE.

e Grupo Salina - nao diabético: observa-se nimero maior de células. (E)
células CD4" em menor nimero; (F) células CD8"; (G) células CD11"; (H)

coloracao HE.

e Grupo GM1 - diabético: aumento substancial de células (I) CD4"; (J)
CD8"; (K) CD11%; (L) coloragio HE.

e Grupo Salina - diabético: observa-se grande niimero de células (M) CD4";
(N) CD8"; (0O) CD11" que se estendem de maneira uniforme por toda a
ilhota. (P) coloracao HE.

Aumento: 200x
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Prancha I- Imunofluorescéncia para deteccao de linfécitos T CD4+, CD8+ e macréfagos

(CD11+) em camundongos NOD
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Prancha II — Imunofluorescéncia de pancreas para detec¢do de NGF, seu receptor de alta

afinidade Trka e GM1 em animais nao diabéticos e diabéticos tratados com

GM1 ou salina.

e Grupo GM1 - nao diabético: (A) NGF e (B) TrkA, localizados na regido
periférica, juntamente com (C) GM1, com maior distribui¢do por toda ilhota

(D) coloracao HE.

e Grupo Salina - nao diabético: observa-se o mesmo padrdo de marcagio,
porém com imunoreatividade menor. (E) NGF; (F) TrkA; (G) GM1; (H)

coloragcao HE.

e Grupo GMI1 - diabético: os animais diabéticos exibem expressido
substancialmente menor de (I) NGF; (J) TrkA e (K) GM1; (L) coloragao
HE.

e Grupo Salina - diabético: observa-se pequena expressdo de (M) NGF
distribuido pela ilhota; (N) TrkA e (0O) GMI estdo localizados na regiao

peri-ilhota, fracamente marcados; (P) coloracao HE.

Aumento: 200x
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PRANCHA II- Imunofluorescéncia para detec¢do de NGF, TrkA e GM1 em camundongos
NOD.
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4.4- Efeitos da administracio de GM1 sobre a expressao génica de citocinas, NGF e

TrkA em ilhotas pancreaticas isoladas e células esplénicas

Para avaliacdo do efeito do tratamento com GMI, realizou-se a detec¢do da
expressao génica de citocinas, NGF e TrkA em ilhotas de Langerhans isoladas e em células

esplénicas.

4.4.1- Ilhotas

A expressao génica de IL-12, IFN-y , TNF-qa, IL-1-, NGF e TrkA foi avaliada

em ilhotas isoladas de camundongos NOD tratados com GM1 ou tratados com salina.

Nos animais ndo diabéticos tratados com GM1 (GM1-ND) a expressao de IL-
12 (Figura 4A, pag. 75) estava significativamente aumentada (63.2 £ 18.0) (p< 0.05) em

ralagcdo ao grupo tratado com salina (Salina-ND) (30.2 £ 2.7).

A expressdo de RNAm de IFN-y (Figura 4B, pag 75), ao contrédrio de IL-12,
estava significativamente diminuida nos animais tratados com GMI1 (1.4 £ 0.6) (p< 0.05)

quando comparado ao grupo salina (4.9 £ 0.6).

J4 a andlise de TNF-a (Figura 4C, pag. 75) revelou que os animais tratados com
GMI apresentavam expressdo significativamente maior (68.9 + 21.8) (p< 0.05) em relacdo

ao grupo tratado com salina (18.7 = 1.9).

Por outro lado, a expressio de IL-1-f (Figura 4D, pdg. 75) estava
significativamente reduzida nos animais que receberam tratamento com GM1 (1.5 + 0.8)

(p< 0.05).

Os animais tratados com GM1 expressaram niveis elevados de RNAm de NGF
(43.6 £ 10.4) (Figura 5A, pag. 76) e TrkA (9.0 =+ 2.5) (Figura 5B, pag. 76) quando
comparados aos animais que receberam salina, que ndo expressaram esta neurotrofina e seu

receptor de alta afinidade.
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Figura 4 — Expressdo génica de IL-12 (A), IFN-y (B), TNF-a (C) e IL-1B(D) em ilhotas

pancredticas isoladas de camundongos NOD tratados com GM1 néo diabéticos
(GM1-ND) (n=5) e salina (Salina-ND) (n=5). Os resultados estao expressos por
média e desvio padrao (*p< 0,05 — Mann-Whitney).
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Figura 5 — Deteccdo de RNAm de NGF (A) e TrkA (B) em ilhotas pancredticas isoladas de
camundongos NOD nao diabéticos tratados com GM1 (n=5) e salina (n=5).
Pode-se observar que os animais que receberam salina ndao expressaram NGF e
TrkA ao final do protocolo em 28s. Os resultados estdo expressos por média e

desvio padrao (*p< 0,05 — Mann-Whitney).
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4.4.2- Células Esplénicas

Em células esplénicas de camundongos NOD tratados com GM1 ou com salina,

a expressao génica de IL-12, IFN-y , TNF-a e IL-1-f foi avaliada.

Nos animais tratados com GMI1, diabéticos (GM1-DB) e nao diabéticos (GM1-
ND), houve uma reducdo significativa da expressao de IL-12 (GM1-DB, 42.66 = 4.2;
GMI1-ND, 45.55 £+ 6.0) (p<0.05) quando comparados aos seus respectivos controles salina
(Salina-DB, 138.17 £ 6.6; Salina-ND, 84.39 + 10.2) (Figura 6A, pag. 78).

A expressio de IFN-y, semelhante a IL-12, mostrou-se significativamente
reduzida nos animais tratados com GMI1(GM1-DB, 2.90 + 0.9; GM1-ND, 1.38 + 0.9)
(p<0.05) em relacdo ao grupo salina (Salina-DB, 15.86 + 61.4; Salina-ND, 27.43 + 3.1)
(Figura 6B, pag. 78).

Da mesma maneira, os animais tratados com GM1 produziram niveis de RNAm
significativamente reduzidos de TNF-a (GM1-DB, 58.60 + 10.5; GM1-ND, 58.06 + 2.7)
(p<0.05) quando comparados aos seus respectivos controles salina (Salina-DB, 182.09 +

11.8; Salina-ND, 90.68 + 3.4) (Figura 7A, pag. 79).

A avaliacdo da expressdo de IL-1B (Figura 7B, pag. 79) revelou que os animais
diabéticos do grupo GMI1 apresentaram niveis elevados significativos de RNAm desta
citocina (GM1-DB, 64.72 + 15.4) (p<0.05) em relacdo ao grupo salina diabético (Salina-
DB, 25.32 + 2.7). Ja os animais ndo diabéticos de ambos os grupos tiveram produgdo
reduzida de IL-1p3 (GM1-ND, 1.75 + 0.6; Salina-ND, 1.59 + 0.7), porém, sem diferenca

estatistica.
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Figura 6- Expressdo génica de IL-12 (A) e IFN-y (B) em células esplénicas de
camundongos NOD tratados com GMI, diabéticos (GM1-DB) (n=5) e ndo
diabéticos (GM1-ND) (n=5), e salina, diabéticos (Salina-DB) (n=5) e ndo
diabéticos (Salina-ND) (n=5). Os resultados estdo expressos pela média e

desvio padrao (* p<0,05 — Mann-Whitney).
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Figura 7 - Expressdao génica de TNF-a (A) e IL-1B(B) em células esplénicas de
camundongos NOD tratados com GM]1, diabéticos (GM1-DB) (n=5) e nao
diabéticos (GM1-ND) (n=5), e salina, diabéticos (Salina-DB) (n=5) e nio
diabéticos (Salina-ND) (n=5). Os resultados estdo expressos pela média e

desvio padrao (* p<0,05 — Mann-Whitney).
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4.5- Efeitos da administracao de GM1 sobre a expressao sérica de citocinas — ELISA

As citocinas IL-12, IFN-y , TNF-a e IL-1-3 foram dosadas no soro dos animais

tratados com GM1 e salina.

Na andlise de IL-12 (Figura 8A, pdg.82), pode-se observar que os animais
tratados com GM1 produziram niveis reduzidos dessa citocina quando comparados ao seu
grupo controle salina, porém sé existe diferenca significativa entre os animais diabéticos
(GM1-DB, 172.8 £ 52.7; Salina-DB, 395.1 + 158.9; GM1-ND, 218 + 24.7; Salina-ND,
140.3 + 63.6) (p< 0.05).

Os niveis séricos de IFN-y (Figura 8B, pag.82) estavam reduzidos nos animais
do grupo GM1 ndo-diabéticos em relacdo aqueles nao diabéticos que receberam salina
(GM1-ND, 14.78 + 5.2; Salina-ND, 27.11 £ 3.6) (p<0.05), porém sem diferencas nos
animais diabéticos (GM1-DB, 16.66 + 6.3; Salina-DB, 18.83 £5.7).

A avaliacdo sérica de TNF-a (Figura 9A, p4dg.83) revelou o contrario de IFN-y,
visto que os niveis encontrados nos animais ndo diabéticos tratados com GM1 estavam
aumentados quando comparados ao seu respectivo controle (GM1-ND, 3.52 + 0.5;

Salina-ND, 2.18 £ 0.5) (p<0.05).

Quanto a produgdo de IL-1B (GMI1-DB, 1.96 + 0.6; Salina-DB, 2.74 + 1.4;
GMI-ND, 4.77 £ 0.4; Salina-ND, 3.72 £ 1.0) (Figura 9B, pag.83) ndo foram observadas
diferencas significativas entre os grupos tratados e seus respectivos controles salina. Porém,
os animais ndo diabéticos tratados com GMI1 apresentaram niveis mais elevados desta

citocina quando comparados aos animais diabéticos deste mesmo grupo (p<0.05).
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Figura 8 — Dosagem sérica de IL-12 (A) e IFN-y (B) pelo método imunoenzimético ELISA
em camundongos NOD tratados com GM1, diabéticos (GM1-DB) (n=5) e ndo
diabéticos (GM1-ND) (n=5), e salina, diabéticos (Salina-DB) (n=5) e ndo
diabéticos (Salina-ND) (n=5). Os resultados estdo expressos pela média e

desvio padrao (* p<0,05 — Mann-Whitney).
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Figura 9 — Dosagem sérica de TNF-a (A) e IL-1B (B) pelo método imunoenzimatico
ELISA em camundongos NOD tratados com GMI, diabéticos (GM1-DB)
(n=5) e ndo diabéticos (GM1-ND) (n=5), e salina, diabéticos (Salina-DB)
(n=5) e ndo diabéticos (Salina-ND) (n=5). Os resultados estdo expressos pela

média e desvio padrao (* p<0,05 — Mann-Whitney).
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5- DISCUSSAO



O desenvolvimento do DM-1 ¢ resultado da destruicao das células B nas ilhotas
pancreaticas através de um processo inflamatdrio cronico autoimune [151]. Grande parte
dos conhecimentos da fisiopatologia desta doenca estd fundamentada em estudos realizados
com camundongos da linhagem NOD. Nestes animais, hiperglicemia e inicio do diabetes
sdo atribuidos a infiltragdo de leucocitos auto-reativos nas ilhotas de Langerhans que
induzem a destruicdo das células B [152]. Devido a grande similaridade ao DM-1 em
humanos, o camundongo NOD ¢ usado amplamente como ferramenta para estudos pré-

clinicos visando o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas [13].

As investigacdes de terapias para o DM-1 baseadas na intervencdo sobre o
sistema imunologico revelam que estas podem ser estratégias promissoras para impedir a
instalacdo e/ou evolucdo da doenca. Assim, o estudo de substincias com propriedades
imunomodulatérias tem atraido o interesse de grupos de pesquisa [40] e, dentre elas,

destacamos os gangliosideos [128, 131, 153].

A acdo dos gangliosideos no sistema imune vem sendo amplamente estudada.
Especificamente, foi demonstrado que gangliosideos suprimem a atividade de linfocitos
citotoxicos [124], a ativacao de linfocitos Th [125, 154], citotoxicidade de células natural
killer (NK) [155], a0 mesmo tempo em que ativam células T com atividade supressora
[156]. WILBERZ et al. (1988) [128] verificaram que o tratamento de camundongos NOD
com gangliosideos reduzia significativamente a incidéncia do diabetes nesses animais,
embora ndo houvesse diminui¢do na perivasculite, primeira modificagdo histopatologica
que precede a insulite. Posteriormente, PAPACCIO et al. (1993) [131] constataram que a
administragdo de mistura de gangliosideos em camundongos NOD da 5* a 21* semanas de
vida controlava a hiperglicemia, postergando a instalacdo do diabetes clinico. Entretanto,
ndo foram encontradas diferencas significativas entre animais tratados e controles quanto
ao aparecimento e progressao da insulite. Resultados prévios em nosso laboratério
demonstram que o tratamento de fémeas NOD com 150 mg/kg/dia de mistura de
gangliosideos (21% GM1, 40% GDla, 16% GDI1b e 19% de GT1b) a partir da 4* semana
de vida protege os animais da manifestacio do DM-1, com modulagdo sobre os elementos

celulares e supressao de citocinas pro-inflamatorias em ilhotas e células esplénicas.
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Especificamente, o GM1¢ capaz de modular as atividades de uma grande
variedade de proteinas de membrana incluindo receptores, enzimas, canais i0nicos e
moléculas de adesdo [45, 133-135]. Além disso, pode suprimir proliferacdo de linfocitos T,
atividade citolitica e expressao de CD4 [157]. Este gangliosideo mascara epitopos de CD4,
induzindo a internalizacdo da molécula CD4 em um compartimento endocitico onde ¢

eventualmente degradada [137].

Nossos resultados mostram que a administragdo de GM1 na dose diaria de 100
mg/kg é capaz de reduzir a incidéncia do diabetes, visto que, 56,6% dos animais tratados
desenvolveram a doenca, contrastando com os animais do grupo salina, cuja incidéncia de

DM-1 foi de 75%.

No camundongo NOD a insulite inicia-se na 4* semana de vida com progressao
visualizada pelo aumento de células inflamatérias infiltrativas que ocorre em paralelo a
destruicdo das células P nas ilhotas pancreaticas [5, 13, 131]. Nos animais tratados com
GM1, o indice de insulite, representativo da gravidade do comprometimento das ilhotas,
estava diminuido em relacao ao controle salina. Podemos observar ainda, nimero de ilhotas
residuais (Grau 0) superior aos animais que receberam salina, bem como, um nimero
reduzido de ilhotas completamente destruidas (Grau IV), sugerindo, desta maneira, a

existéncia de fator(es) de protecdo ou regeneragdo das ilhotas pancreaticas.

As primeiras células imunes que se acumulam ao redor das ilhotas e ductos dos
camundongos NOD com trés semanas de idade sdao macrofagos e células dendriticas
(perinsulite) [158-160]. Subsequentemente, células T migram para o pancreas, inciando a

invasao das ilhotas, seguidas por macréofagos, células NK e linfocitos B [159, 161].

O fenotipo das subpopulagdes de linfocitos T, CD4" e CD8", associados a
insulite no DM-1, foi identificado por KIKUTANI E MAKINO (1992) [5]. Posteriormente,
outros autores descreveram as propriedades sinérgicas destas células na patogénese do
diabetes. Com a progressio do diabetes ha um aumento na propor¢io de células CDS",
macrofagos, linfocitos B e células NK em associagdo a destruicdo das células f

[41, 53, 64].
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A inativagdo de macrofagos com silica, substancia toxica para este tipo celular,
resulta na prevengao de insulite e diabetes em camundongos NOD. Este resultado sugere
que macrofagos possuem papel importante no desenvolvimento da insulite e diabetes

nesses animais, participando ativamente do processo inflamatério da ilhota [151, 162].

Neste contexto, nos ensaios de imunofluorescéncia, verificamos que linfocitos
T CD4", linfécitos T CD8" e macrofagos nos animais tratados com GM1 e ndo diabéticos
concentram-se na periferia da ilhota de Langerhans, com padrdo semelhante de marcacao,
em numero substancialmente menor quando comparado ao grupo salina nao diabético. Ja
nos animais diabéticos, tratados com GM1 ou salina, observamos presen¢a mais marcante
dessas células, que ocupam a totalidade da ilhota. Nossos dados, desta maneira, sugerem

acdo supressora do GM1 sobre linfocitos CD4", CD8" e macréfagos.

Sabe-se que as ilhotas de Langerhans sdo circundadas por células de Schwann
nao-milelinizadas. WINER et al. (2003) [37] demonstraram que camundongos NOD podem
exibir respostas espontaneas as proteinas das células de Schwann, incluindo os antigenos
compartilhados com as ilhotas, como GAD®, bem como proteinas neuronais como S100p e
GFAP. As similaridades entre células pancreédticas e neuronios sugerem que estes tipos

celulares podem dividir os mesmos fatores de crescimento e diferenciagdo [163].

A fungdo e sobrevivéncia das células B dependem fortemente de nutrientes e de
fatores de crescimento, como glicose e NGF, respectivamente. A interagdo desses
nutrientes e fatores de crescimento promove o crescimento € manutengdo destas células por
meio de mecanismos ainda nao elucidados [164]. A sinalizagao de NGF via seu receptor de
alta afinidade TrkA possui um importante papel na proliferagdo e sobrevivéncia de células

B [165-167].

Em células neuronais, sabe-se que os efeitos troficos de neurotrofinas podem
ser reproduzidos pelo gangliosideco GMI1, embora as neurotrofinas sejam
farmacologicamente mais potentes. As propriedades neuroprotetoras do GMI1 sado
semelhantes as neurotrofinas, e por esta razdo, sugerem mecanismos de a¢do similares
[119]. Estudos anteriores demonstraram que GM1 ¢ capaz de ativar TrkA, sugerindo que

este gangliosideo mimetiza a atividade tréfica do NGF [141]. Além disso, gangliosideos
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exercem atividade tréfica por induzir rapida liberagdo de neurotrofinas em células
neuronais € nao neuronais que ativam seus respectivos receptores. Entretanto, os

mecanismos utilizados para tanto permanecem desconhecidos [141].

Baseados nestas consideragdes, analisamos a expressao de NGF, TrkA ¢ GM1
em cortes histologicos de pancreas de camundongos NOD tratados com GMI1 e tratados
com salina. Verificamos que animais tratados com GM1 e ndo diabéticos exibem marcagao
definida e mais intensa de NGF e TrkA na regido periférica da ilhota, juntamente com GM1

que se apresenta melhor distribuido por toda a ilhota quando comparado aos demais grupos.

Estudos recentes demonstram que a fase pré diabética, tem como alvo principal
as cé¢lulas de Schwann peri-ilhotas. Tanto autoanticorpos contra essas cé€lulas, quanto
células T auto-reativas sdo encontradas em humanos com provavel pré-diabetes e fémeas
NOD jovens. Os antigenos provaveis sdo principalmente constituintes do tecido nervoso
central e periférico [37, 168]. Deste modo, sugere-se uma possivel relagdo de localizacao
destes marcadores com a bainha de Schwann peri-ilhota, protegendo seus componentes e

mantendo a integridade da ilhota.

MALLEI et al. (2004) [169] expuseram células NIH-3T3 que expressam
receptores TrkA a seu respectivo ligante NGF e a GM1, conhecido por ativar este receptor.
A sintese de NGF foi entdo determinada em nivel génico e protéico. Estes autores
verificaram que o GM1 aumentou de maneira tempo-dependente a expressao génica € 0s
niveis protéicos de NGF. Interessantemente, outros autores demonstraram que GMI1
também aumenta os niveis de RNAm de NGF in vivo, em cérebro de ratos, indicando que

os efeitos deste gangliosideo ndo ocorrem somente em linhagens celulares in vitro [170].

De maneira semelhante a estes resultados, verificamos que expressdo génica de
NGF e TrkA estava aumentada em ilhotas isoladas de animais tratados com GM1 e ndo
diabéticos, contrastando com animais do grupo salina que ndo expressaram esta
neurotrofina e seu receptor. Estes achados podem sugerir a agdo do NGF como regulador
de sobrevivéncia da célula B, preservando a biossintese e secrecao de insulina, além de

inibir a apoptose desta célula [166, 171].
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Estudos prévios sugerem que a resposta autoimune direcionada contra célula 3
da ilhota de Langerhans ¢ mediada por linfocitos T auxiliares do tipo 1 (Th1), responsaveis
pela produgdo de citocinas pro-inflamatorias na fase efetora da insulite no camundongo
NOD [31, 67]. Uma variedade de citocinas ¢ encontrada em nivel génico e/ou protéico na
lesdo pancreatica deste modelo experimental correlacionando a insulite destrutiva com a
expressao de citocinas pro-inflamatorias (IL-1 e TNF-a) e citocinas Thl (IFN-y e IL-12).
Por outro lado, citocinas Th2 (IL-4 e IL-10) e citocinas Th3 (TGF-B) podem regular o

processo inflamatorio autoimune [32, 56, 153].

Neste contexto, analisamos e expressdo de RNAm das citocinas IL-12, IFN-y ,
TNF-a e IL-1-B em ilhotas isoladas e células esplénicas dos animais tratados com GMI1 e

salina bem como seus niveis séricos.

Os resultados da expressdo génica em ilhotas de animais ndo diabéticos
revelaram que IFN-y e IL-1P eram significativamente menores nos animais tratados com
GM1, ocorrendo o contrario com IL-12 ¢ TNF-a, que estavam aumentados neste grupo, em

concordancia com os resultados da dosagem sérica, que também estavam aumentados neste

grupo.

Considerando-se as células esplénicas como compartimento periférico ao
estudo dos efeitos da administracdo de GM1 na expressdo de citocinas, observamos niveis
reduzidos de RNAm nos animais nao diabéticos tratados com GM1 em relagdo aos animais

tratados com salina, com excecao de IL-1B que ndo apresentou diferengas significativas.

Estes resultados sugerem que a participacao das citocinas no processo de lesao
e suas propriedades funcionais estdo condicionadas a diferentes fatores, como o
microambiente inflamatorio, origem do estimulo e equilibrio das propriedades sinérgicas e
antagdnicas das citocinas presentes no compartimento. Dessa maneira, nossos resultados
sugerem diferengcas na modulacdo das citocinas em ambos os compartimentos, local e

periférico, em resposta a administragao de GM1.
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Dessa forma, nossos resultados refor¢gam a ag¢do imunomodulatéria do GMI,
provavelmente relacionada a inibi¢do da proliferagdo de linfocitos T e expressdo de CD4,
propriedades conhecidas deste gangliosideo, agindo em sinergismo com fatores de

crescimento de maneira a proteger as células § dos processos apoptéticos.

Discussdo

73



1 6- CONCLUSOES



A partir dos resultados obtidos neste trabalho podemos concluir que:

1. A administragdo de GM1 na dose de 100mg/kg/dia em camundongos NOD
fémeas a partir da 4* semana de vida mostrou-se capaz de diminuir o indice
de infiltrado inflamatério e conseqiientemente a expressao do diabetes em

relac@o ao grupo controle.

2. A andlise da imunofenotipificacdo do infiltrado celular em animais tratados
com GMI1 e ndo diabéticos sugere acdo supressora deste gangliosideo sobre

linfécitos CD4", CD8" e macréfagos.

3. Cortes histolégicos de pancreas de camundongos NOD tratados com GM1 e
nao diabéticos exibem intensa marcacao de NGF e TrkA na regido periférica
da ilhota com possivel relacio de localizagdo destes marcadores com a
bainha de Schwann peri-ilhota, sugerindo protecdo e manutencdo da

integridade da ilhota.

4. GMI1 € capaz de modular negativamente a expressao génica de citocinas pro-
inflamatérias (IL-12, IFN-y, TNF-a) em células esplénicas. Em ilhotas
isoladas esta modulacao s6 é observada sobre a expressdo génica de IFN-y e

IL-1P.
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