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O camundongo não obeso diabético (NOD) é caracterizado por desenvolver naturalmente 

diabetes mellitus tipo 1 (DM-1) com  similaridade ao diabetes mellitus tipo 1 em humanos. 

A manifestação espontânea do diabetes neste modelo animal é caracterizado por infiltração 

progressiva das ilhotas de Langerhans por células mononucleares linfócitos T (CD4+  

e CD8+) e destruição das células β pancreáticas produtoras de insulina. O fator de 

crescimento neural (NGF) e algumas citocinas estão associados a regeneração neural,  

além de atuarem sobre células do sistema imune. Em adição a estes efeitos, NGF age na 

liberação de insulina pelas células betas das ilhotas pancreáticas, tornando-se foco de 

interesse com relação as suas propriedades moduladoras no processo inflamatório na ilhota 

pancreática. O gangliosídeo GM1 liga-se ao receptor de alta afinidade (TrkA) do NGF-β, 

mimetizando seus efeitos. No presente trabalho, avaliamos a ação modulatória de GM1 e 

NGF em cultura de ilhotas pancreáticas, provenientes de camundongos NOD.  

Foram avaliados por meio de RT-PCR a expressão gênica de NGF-β, TrkA e insulina e,  

por ensaio imunoenzimático, a concentração de citocinas IL-1β, IL-12, TNF-α, INF-γ e 

insulina. Nossos resultados sugerem ação moduladora similar entre GM1 e NGF sobre as 

ilhotas de NOD não diabéticos e pré-diabéticos.  NGF e GM1 aumentam a expressão 

gênica de NGF e TrkA e diminuem a expressão gênica de insulina em NOD não diabéticos 

e pré-diabéticos. Além disso, aumentam a liberação de insulina e diminui a de citocinas 

inflamatórias IL-1β, IL-12, TNF-α, IFN-γ que caracterizam a resposta Th1.   
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The non-obese diabetic mice (NOD) lineage is characterized by developing type 1 diabetes 

mellitus (DM-1) naturally, bearing a similarity to DM-1 in human beings. The spontaneous 

manifestation of diabetes is characterized by gradual infiltration in pancreatic islets by 

mononuclear cells lymphocytes T (CD4+ and CD8+) and destruction of the β-cells 

producers of insulin. One consequence of this effect, is the release of neurotrophins trying 

modulate  the insulin release by the β cells of pancreatic islets. Thus, the neurotrophins 

have been the focus of interest in the modulation of the inflammatory process in the 

pancreatic islets. The ganglioside GM1 binds to the high affinity receptor (TrkA) of the 

NGF-β, enhancing its effect.  In the present work, we evaluate the immune modulation 

properties of GM1 and NGF in culture of pancreatic islets from NOD mice. The gene 

expression of NGF-β, TrkA and insulin for immune enzymatic assay, the concentration of 

cytokines IL-1β, IL-12, TNF-α, IFN-γ and insulin were evaluated by RT-PCR and ELISA. 

Our results suggest similar modulation action between GM1 and NGF on islets of NOD 

non-diabetic and pre-diabetic. GM1 and NGF action increases the gene expression of NGF 

and TrkA and the decrease of insulin in mice NOD non-diabetic and pre-diabetic. 

Moreover, GM1 and NGF increase the insulin release and decrease inflammatory cytokines 

that characterize the Th1 reply. 
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Diabetes Mellitus 

O diabetes mellitus é definido como uma doença metabólica de múltipla 

etiologia caracterizada por hiperglicemia crônica, que afeta o metabolismo de carboidratos, 

lipídeos e proteínas [1], resultante do déficit de produção e/ou ação da insulina. 

Considerando-se as características etiológicas do diabetes mellitus e seus mecanismos 

desencadeantes, essa doença é classificada em dois tipos: diabetes tipo 1A: autoimune e 1B: 

idiopático (DM-1), e tipo 2 (DM-2) [2]. 

O início do DM-1 autoimune é na maior parte das vezes, agudo, acometendo 

mais freqüentemente crianças e adolescentes [3]. Nessa doença é observada infiltração 

mononuclear progressiva nas ilhotas pancreáticas com destruição seletiva de células β 

produtoras de insulina, resultando na deficiência desse hormônio. Outras células 

pancreáticas do sistema endócrino, como as produtoras de glucagon (células α) ou 

somatostatina (células δ) não são afetadas. [4]. 

Diversas evidências apontam para a origem autoimune do DM-1 [5]. Os autores 

descrevem autoanticorpos circulantes, denominados anticorpos anticélula da ilhota ou ICA 

(“islet-cell antibodies”). Os ICA são detectados precocemente antes da manifestação clínica 

do diabetes e são considerados marcadores imunológicos do DM-1 sem efeito patogênico 

direto [6]. 

Enfatizando-se o conceito do DM-1 ser classificada como doença autoimune, 

com seletiva destruição das células β das ilhotas pancreáticas e presença de clones 

autoreativos de linfócitos T, pode-se presumir que o processo autoimune seria decorrente 

de deficiência de linfócitos a determinados constituintes da célula. Entretanto, admite-se 

que outros mecanismos imunopatogênicos possam estar envolvidos, tornando seu 

entendimento complexo. Estudos do DM-1 autoimune em modelos animais experimentais, 

fortalecem a hipótese da ocorrência de desequilíbrio entre sub-populações e células T 

efetoras [7, 8]. 

DM-2 é a forma mais comum de diabetes e é caracterizada por alteração na 

ação e secreção de insulina, com uma maior contribuição para resistência a insulina. Esta 

forma de diabetes é freqüente em jovens e adultos, com predisposição genética, a maioria 
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dos pacientes são obesos, com níveis de insulina e de glicose no sangue aumentados, assim 

a secreção de insulina é insuficiente para compensar a resistência à insulina. O risco de 

desenvolver DM-2 aumenta com a idade; obesidade, pré-disposição genética e pouca 

atividade física são as causas mais freqüentes desta doença[1]  

 

A Linhagem de Camundongos NOD (Non Obese Diabetic) 

A linhagem de camundongos NOD representa modelo experimental descrito 

por Makino et al. (1980) [9] que desenvolve espontaneamente diabetes mellitus tipo 1 

(DM-1) semelhante àquele observado em humanos. A linhagem de camundongos NOD 

inicialmente desenvolvida no Japão foi estabelecida em diversos centros de pesquisa do 

mundo [10], após o cruzamento de uma sublinhagem CTS (propensa à catarata) com 

linhagem não consangüínea ICR. O primeiro relato de DM-1 espontâneo foi observado em 

apenas um camundongo fêmea e a partir de cruzamentos seletivos de sua prole, a linhagem 

NOD isogênica foi estabelecida em 1980 no Laboratório SHIONOGI ABURAHI como 

modelo animal para o DM-1 [9]. 

A colônia NOD/Shi demonstrou prevalência de diabetes entre 70-80% para 

fêmeas e 20% para machos. O DM-1 clínico desenvolve-se entre a 16a e 24a semanas de 

vida, mais freqüentemente nas fêmeas. A prevalência da doença varia nas diversas colônias, 

situando-se entre 50 e 90% nas fêmeas e 0 e 20% nos machos [10]. No Brasil, a primeira 

colônia de camundongos NOD foi introduzida e implantada por Pavin & Zollner (1994) 

[11] na Universidade Estadual de Campinas. Estes animais, provenientes do Hospital 

Necker (Paris, INSERM U-25-Necker) pertenciam à linhagem que apresentava DM-1 

espontâneo em 55% das fêmeas e menos de 5% dos machos, ambos analisados com 25 

semanas de idade. A colônia NOD estabelecida e mantida no centro de Bioterismo da 

UNICAMP (CEMIB) em condições livres de patógenos (SPF), apresenta prevalência de 

diabetes entre 70-90% nas fêmeas e de até 15% nos machos. Fatores ambientais como dieta 

e exposição a vírus têm sido considerados como causa das diferenças de incidência. 

A infiltração progressiva de células inflamatórias nas ilhotas pancreáticas 

inicia-se com cerca de um mês de vida, sendo esta fase considerada como pré-diabética. No 

período pré-clínico podemos verificar a presença sérica de anticorpos anti-ilhota 
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pancreática e anti-insulina endógena; além de alterações metabólicas como a deterioração 

da fase rápida de secreção insulínica [12]. Os camundongos NOD apresentam outras 

manifestações autoimunes como sialite [13], anemia hemolítica [14], paratiroidite [15] e 

tiroidite [16, 17].  

A manifestação espontânea do DM-1 neste modelo animal é caracterizada por 

dois períodos: o primeiro por infiltração progressiva das ilhotas de Langerhans por células 

mononucleares (inicialmente linfócitos T CD4+, e posteriormente  linfócitos T CD8+), ou 

insulite, que se inicia ao redor da quarta semana de vida; a segunda é caracterizada pela 

destruição das células β produtoras de insulina e manifestação do diabetes [4]. Os linfócitos 

T demonstram ter papel crucial no aparecimento do diabetes [18], onde a ineficiência de 

eliminação de linfócitos reativos pode contribuir para o aparecimento das doenças 

autoimunes [19]. Importante mecanismo envolvido na regulação do repertório de células T 

é a morte por apoptose [19-21], a qual se caracteriza por série ordenada de eventos que 

ocorrem ao longo do tempo.  

Além de linfócitos T subtipo Th1, que correspondem a maioria das células 

mononucleares infiltradas no interior das ilhotas pancreáticas; linfócitos B, macrófagos e 

células NK (natural killer) também estão presentes [22]. Embora a maioria das células 

infiltradas sejam linfócitos T CD4+, linfócitos T CD8+ são também observados [22]. 

No camundongo NOD, durante o desenvolvimento da doença, linfócitos CD4+ 

e CD8+ exercem papel sinérgico, uma vez que o diabetes apenas se desenvolverá na 

presença de ambos os subtipos [22]. Portanto, linfócitos T CD4+ têm papel essencial, não 

somente no início da insulite, como também na progressão do diabetes, uma vez que sua 

eliminação através da utilização de anticorpos monoclonais anti-CD4+ pode suprimir a 

insulite e, consequentemente, o aparecimento do diabetes no camundongo NOD. Linfócitos 

CD4+ são predominantemente observados na fase precoce da infiltração (perinsular), onde 

são requeridos nos processos de expansão clonal por meio da produção de IL-2 e, dessa 

forma, aumentando a ativação de linfócitos T CD8+ [22]. A proporção de linfócitos CD8+ 

no infiltrado de população T cresce substancialmente com o tempo na destruição das 

células produtoras de insulina [23]. Entretanto, existem evidências do papel dos linfócitos 

CD8+ na fase efetora final de patogênese do diabetes, independente da presença de 
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linfócitos T CD4+ [24, 25]. Dentre os mecanismos de destruição das ilhotas pancreáticas 

está a capacidade dos linfócitos CD8+ realizarem funções citotóxicas através da utilização 

de grânulos de perfurinas e granzimas bem como indução de apoptose através da interação 

Fas/Fas-L  [26-28]. 

No camundongo NOD e em humanos, vários autoantígenos foram estudados, 

mas somente o anticorpo anti-insulina (IAA) pode ser detectado com alta especificidade e 

sensibilidade em ambas as espécies [3]. Os linfócitos T autoreativos demonstram ter papel 

crucial no aparecimento do diabetes nesses animais [18] e a ineficiência de sua eliminação 

pode contribuir para a manifestação da doença. Assim, observou-se que a prevenção do 

DM espontâneo no camundongo NOD pode ser obtida através da timectomia neonatal. 

Além disso, em camundongos NOD/nude (atímicos), verifica-se redução da incidência de 

insulite sem manifestação do diabetes. Complementando essas observações, trabalhos 

prévios descreveram que a administração de imunossupressores com função direcionada 

preferencialmente para linfócitos T e administração de anticorpos anti-CD3+ [29] são 

capazes de suprimir a ocorrência do DM autoimune espontâneo [22, 30, 31]. 

Muitos estudos têm demonstrado que o DM-1 pode ser induzido através da 

transferência de células recém isoladas de baço de camundongos NOD diabéticos para 

camundongos NODs jovens não diabéticos, NODs irradiados e camundongos NOD-SCID, 

os quais não desenvolvem diabetes [22]. 

No conjunto, essas observações envolvendo a participação do linfócito T na 

insulite e na evolução do diabetes, têm reforçado direta ou indiretamente, a hipótese da 

etiologia autoimune. Contudo, apesar de experimentos envolvendo o camundongo NOD 

fornecerem evidências do papel chave de substâncias mediadoras da destruição das células 

β produzidas por linfócitos T CD4+ e CD8+, há presença de mecanismos efetores finais 

apoptóticos pelos quais essas células são destruídas. 

 

Citocinas 

A apresentação dos autoantígenos específicos das células β pancreáticas pelos 

macrófagos, e/ou células dendríticas, para os linfócitos T CD4+ em associação às 

moléculas de MHC de classe II é o primeiro passo para o desenvolvimento de auto-
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imunidade no DM-1. Os macrófagos ativados secretam IL-12 que estimulam  linfócitos T 

CD4+ tipo Th1 a secretarem IL-12 e IFN-γ. O IFN-γ, por sua vez, ativa outros macrófagos 

residuais a liberarem IL-1β, TNF-α e radicais livres tóxicos para as células β [32]. 

A resposta imune é coordenada por linfócitos T auxiliares (Th-T helper) cujas 

funções diferem de acordo com o estímulo antigênico e condições do micro ambiente, no 

qual ocorre a resposta. Desta forma, os linfócitos Th são subdivididos nos fenótipos de 

resposta Th1, caracterizados pela expressão local de citocinas específicas como IL-2, IFN- 

γ e TNF- α. A resposta Th1, genericamente, manifesta-se nas doenças autoimunes 

mediando a inflamação através da resposta imune celular, representada pelos linfócitos T 

citotóxicos, ”NK” e macrófagos. Por outro lado, o fenótipo Th-2 direciona resposta imune 

humoral com liberação local de citocinas do tipo IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 [32]. No contexto 

dos possíveis mecanismos envolvidos nas desordens autoimunes, o desequilíbrio entre as 

populações de células Th1 e Th2 com predominância do fenótipo Th1 parece ter substrato 

na fisiopatologia da quebra de tolerância e reações autoimune que ocorrem na linhagem de 

camundongos NOD. 

O padrão de resposta observado em pacientes com DM-1, bem como 

camundongos NOD e ratos BB, são marcados pelo predomínio de citocinas características 

de resposta Th1 [32, 33]. Acredita-se ainda, que ocorra o envolvimento direto das células 

linfocitárias, designadas células efetoras, sobre as células β pancreáticas designadas células 

alvos, resultando na liberação de mediadores solúveis responsáveis pelo processo 

inflamatório local, contribuindo para a destruição das ilhotas [34]. 

No campo experimental, diversos autores têm estudado os efeitos in vitro de 

citocinas como IL-1β, TNF-α, TNF-β e IFN-γ utilizando ilhotas isoladas de modelos 

animais. Nas ilhotas pancreáticas recém isoladas, os efeitos dessas citocinas têm sido 

amplamente estudados [32, 35] mostrando que são capazes de, isoladamente, inibir a 

liberação de insulina pelas ilhotas pancreáticas e, combinadas, de induzir a fragmentação do 

DNA e destruição das células β pancreáticas [32, 35, 36]. A simples presença da citocina na 

lesão da insulite não identifica seu papel na patogênese do DM-1, uma vez que esta pode 

ter função pró-inflamatória, ou mesmo antiinflamatória regulando, desta maneira, o 

processo inflamatório  [32]. 
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No camundongo NOD, a expressão de IFN-γ nas células infiltradas das ilhotas 

foi relacionada com a insulite destrutiva [35, 37]. Essa citocina, assim como TGF-β , estão 

aumentadas de forma consistente com o envelhecimento dos camundongos NOD sugerindo 

que a destruição da ilhota e a manifestação do DM-1 associam-se com o aumento da 

produção pelas células do infiltrado inflamatório [38]. 

O fator de transformação de crescimento β (TGF-β) é produzido por muitos 

tipos celulares, incluindo macrófagos e linfócitos ativados e possuem receptores em vários 

tipos celulares. Em humanos ocorre a expressão de pelo menos três formas de TGF-β 1, 2 e 

3. São produtos de genes separados, entretanto, todas as três formas ligam-se a cinco tipos 

de receptores de superfície celular de alta afinidade. Experimentos em camundongos 

deficiente no gene (knockout para TGF-β) indicam que as três formas de TGF-β sâo 

essenciais para confirmar seu papel imunorregulador. Esta citocina possui efeito anti-

proliferativo em vários tipos celulares incluindo macrófagos, células endoteliais e linfócitos 

T e B. Além disso, suprime a produção da maioria das linfocinas e monocinas e reduz a 

expressão celular de proteínas MHC classe II e receptores de IL-1 [39]. Em estudos de 

tolerância oral com insulina visando o retardo e/ou a prevenção do diabetes em 

camundongos NOD a expressão de citocinas inibitórias, entre eles o TGF-β está aumentada, 

enquanto que a expressão das citocinas pró-inflamatórias estava diminuída [39]. 

Como referido anteriormente, uma variedade de mecanismos tem sido proposta 

para explicar os efeitos citotóxicos das citocinas nas ilhotas pancreáticas, os quais incluem 

a formação de óxido nítrico que é mediador citotóxico da ação dessas citocinas por induzir 

a lise das células das ilhotas precedendo a lesão do DNA e ocasionando a sua destruição 

[32, 35]. Sendo assim, pode-se sugerir que a destruição das células β ocorre por apoptose 

onde a fragmentação de DNA típica tem sido observada em ilhotas pancreáticas tratadas 

com a combinação de IL-1, TNF-α e IFN-γ  [35]. 

Desta forma, de acordo com os dados experimentais expostos por esses autores, 

fica demonstrado que o controle da resposta imune é múltiplo e, provavelmente, depende 

da somatória de efeitos de várias citocinas que constituem um microambiente propício para 

a destruição das ilhotas pancreáticas. 

Introdução 
42



Gangliosídeos 

Os ganglíosideos são glicoesfingolipídeos complexos, formados por cadeias de 

oligossacarídeos, contendo pelo menos um açúcar ácido ligado a ceramida (esfingosina + 

acil CoA). Estes glicoesfingolípides  são moléculas anfipáticas componentes normais das 

membranas celulares. A cadeia oligossacarídica do gangliosídeo pode variar em 

composição, porém a seqüência básica compreende quatro sacarídeos, em geral glicose, 

galactose, N-acetilgalactosamina e eventualmente frutose. Vários resíduos de ácido siálico 

são ligados à cadeia de carboidrato, sendo que o resíduo siálico predominante é o ácido N-

acetilneuramínico, ácido siálico (NANA), que se encontra ionizado em pH 7,0 e apresenta 

carga negativa [40]. 

Na molécula individual do gangliosídeo, o número e a posição dos resíduos de 

ácido siálico são variáveis, o que deu origem ao método para classificá-los: 

-Monossialotetraexosilgangliosídeo contém duas unidades NANA, ligadas em posições 

diferentes (GD1a, GD1b). 

-Trissialotetraexosilgangliosídeo apresenta três unidades NANA, ligadas em posições 

diferentes (GT1b). 

-Tetralotetraexosilgangliosídeo apresenta quatro unidades NANA, ligada em posições 

diferentes (GQ). 

Quinze ou mais tipos de gangliosídeos estão presentes nas membranas 

plasmáticas das células de vertebrados. Encontram-se assimetricamente distribuídos, sendo 

a porção dos oligossacarídeos expostos na superfície de membrana e a porção de cerâmica 

inserida na camada lipídica da membrana. Estão presentes em todos os tipos de células, 

entretanto com maior concentração em células nervosas, representando 10% da quantidade 

total de lipídios ligados nas membranas. 

Embora os gangliosídeos sejam encontrados principalmente na membrana 

plasmática, também tem localização intracelular onde estão parcialmente ligados às 

organelas responsáveis pelo tráfego intracelular e metabolismo. Os carboidratos geralmente 
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presentes nos gangliosídeos são: Glicose, Galactose, N-acetilglicosamina ou N-acetl 

galactosamina e, em poucas estruturas, frutose [41, 42]. 

Atuam na proteção das membranas contra condições drásticas (pH baixo e 

presença de enzimas que degradam as células), alteração da concentração dos íons de Ca++ 

na superfície da célula e participação no processo de reconhecimento celular. Os 

gangliosídeos são considerados componentes importantes para diversos processos 

biológicos, participando da regulação, do reconhecimento e adesão intercelular, 

proliferação, morfogênese, diferenciação, neurogênese, apoptose e transformação 

oncogênica. Como receptor e co-receptor de várias substâncias bioativas como hormônios e 

citocinas, atuam na tradução de sinais para o meio intracelular [43]. 

Considerando os diferentes mecanismos pelos quais os gangliosídeos podem se 

associar às células, a alteração de seu perfil em um determinado tipo celular poderia 

resultar na modulação das propriedades de superfície, atividades enzimáticas e função de 

outros tipos celulares, os gangliosídeos podem ser considerados como um tipo de citocina 

[44]. 

 

Gangliosideos e seu potencial imunomodulador 

Os gangliosídeos são glicoesfingolipídeos associados ao ácido siálico presentes 

na membrana plasmática de todas as células animais. Embora seu papel ainda não seja 

muito bem, conhecido, os gangliosídeos parecem desempenhar papel importante nas 

interações intercelulares [42].  Além disso, diversas condições patológicas, tais como 

câncer e esclerose múltipla, apresentam níveis séricos dos gangliosídeos significativamente 

aumentados [45]. 

Diversos autores, além de nossa própria experiência (comunicação pessoal), 

têm constatado a propriedade inibitória dos gangliosídeos sobre a proliferação e a atividade 

dos linfócitos T [45-47]. Particularmente, Merrit et al.,1984 [47] verificaram que os 

gangliosídeos foram capazes de inibir a proliferação de linfócitos T citotóxicos dependente 

de interleucina-2 in vitro.  Offner et al (1987) [45], por sua vez mostraram que estas 
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moléculas induzem alterações na orientação molecular de CD4 presente dos linfócitos Th. 

Além disso, estes compostos atuam como receptores e co-receptores para muitos agentes 

bioativos como citocinas, hormônios, toxinas e vírus. Estão envolvidos ainda, na 

diferenciação e reconhecimento celular, na interação entre células e na regulação do 

crescimento [44]. 

Presentes em grandes quantidades nas células tumorais e no sistema nervoso, 

gangliosídeos estão associados à imunossupressão, observada nestes tecidos [48, 49]. Os 

gangliosídeos podem bloquear de forma seletiva a produção de citocinas pró-inflamatórias 

como IFN-у, TNF-α e IL-2 (Th1) e, desta forma inibir a proliferação de células T 

impedindo a entrada desta célula no ciclo celular. Citocinas anti-inflamatórias como IL-4, 

IL-10 e TGF-β podem ter sua síntese estimulada por estes compostos [50]. Bretzel et al., 

(1990) [51] observaram que em ilhotas pancreáticas de ratos Lewis (RT1) isoladas e 

colocadas em cultura adicionadas de gangliosídeos e transplantadas em ratos BdII (RT1),  

apresentavam redução significativa do número de células que expressavam o Complexo 

Principal de Histocompatibilidade Classe Ia (MHC Ia) sem alteração do número daquelas 

com expressão de MHC I. O tratamento prolongou o tempo de sobrevida das ilhotas 

transplantadas em 20% dos receptores. 

A hipótese da modulação dos gangliosídeos no desenvolvimento do DM-1 

recebeu subsídio importante com as evidências da natureza sialoglicoconjugado do 

antígeno alvo do anticorpo anticitoplasma da célula β das ilhotas pancreáticas (ICA) [52]. 

Embora, Colman et al. (1988) [53] verificaram que uma fração de monogangliosídeo 

extraído de pâncreas humano inibiu a ligação do ICA às células β em cortes de pâncreas, 

processados através de imunohistoquímica. 

Ao analisarem o padrão de distribuição dos gangliosídeos no pâncreas humano, 

Dotta et al (1989) [54], verificaram que o gangliosídeo GM2-1 está expresso intensamente 

nas ilhotas pancreáticas analisadas em cortes de tecido pancreático humano e pouco 

abundante no restante do órgão. Posteriormente, Dotta et al (1992) [55] demonstraram, a 

partir de estudo comparativo entre a expressão de gangliosídeos em ilhotas pancreáticas de 

camundongos NOD e camundongos C57BL/10 a expressão aumentada do gangliosídeo 
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GM2-1 nas ilhotas daqueles animais. Além disso, observaram que a redução da quantidade 

dos gangliosídeos GM2-1 e GM3 estava associada tanto com o avanço da idade quanto com 

o início do diabetes nestes animais. Estes achados foram interpretados como evidência da 

participação do monosialogangliosídeo GM2-1 como antígeno alvo dos ICA. 

 

Neurotrofinas  

O Fator de Crescimento Neural (Nerve Growth Factor – NGF) faz parte de uma 

família de fatores de crescimento chamados de neurotrofinas com amplo espectro de 

atividades como a vasodilatação, motilidade intestinal e nocicepção. A diminuição da 

síntese de NGF no diabetes parece estar envolvida na patogênese da degeneração das fibras 

pequenas, que tem papel importante na sensação térmica e dolorosa [56]. 

O NGF foi o primeiro fator de crescimento descoberto a pelo menos 4 décadas, 

pertence a família de neurotrofinas que desempenham papel na diferenciação e  

sobrevivência de populações neuronais. NGF tem a capacidade de estimular uma variedade 

de células inflamatórias, podendo ser produzido por uma variedade de  tipos de células 

estruturais e inflamatórias como neurônios, células endoteliais, células epiteliais, 

fibroblastos, linfócitos B e T, eosinófilos, basófilos, monócitos/macrófagos e mastócitos 

[57]. É produzido por células de glândulas salivares, próstata e principalmente células do 

sistema nervoso. Promovem o crescimento, sobrevivência e propriedades funcionais das 

neurotrofinas como quimiotaxia, fagocitose e produção de superóxido, agindo como um 

fator de sobrevivência autócrina de memória para linfócitos B [58-60].  

Estudos sobre células linfóides maduras revelaram que NGF exerce uma ação 

dose-dependente entre linfócitos B e T [61], o qual promove diferenciação de células B 

secretando imunoglobulina e induzindo a expressão de receptores de alta afinidade para IL-

2 sobre células mononucleares sanguíneas humanas [62, 63]. Evidências adicionais têm 

como hipótese a relação entre NGF e células do sistema imune em que níveis alterados na 

concentração desta neurotrofina, associados com a síntese de citocinas, são característicos 

em doenças autoimune, como o diabetes mellitus [64, 65]. Estudos têm demonstrado que os 
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níveis de circulação de NGF são afetados não apenas pela desregulação homeostática, mas 

pela idade, insulite e durante doenças alérgicas e autoimunes [66, 67].  

A função e sobrevivência de células β pancreáticas geralmente dependem de 

nutrientes como a glicose e fatores de crescimento peptídico como o NGF, insulina e fator 

de crescimento semelhante a insulina -1 (IGF-1). A interação destes nutrientes e fatores de 

crescimento orienta sistemas de sinalização que promovem crescimento e proliferação das 

células β. Glicose é um dos estímulos para proliferação de células β, em que a sua 

concentração regula a expressão de mRNA de proteínas como receptores de fator de 

crescimento que são importantes para o desenvolvimento, inibição da apoptose e 

diferenciação de células β da ilhota pancreática [68]. 

Vidaltamayo et al, 2002 [69, 70], demonstraram que o tratamento de células β 

das ilhotas pancreáticas com NGF exerce efeitos tróficos em diferentes níveis fisiológicos, 

tanto no aumento de expressão de canais de Na+ e insulina, quanto na modulação pós-

tradução, como observado com o fluxo de Ca++. A exposição das ilhotas ao NGF-β leva a 

despolarização intensa e aumento nas taxas de secreção de insulina. A via de sinalização do 

receptor de insulina e receptor tirosina quinase (TrkA) tem sido demonstrado para 

promover proliferação e sobrevivência de neurônios e ilhotas pancreáticas [71]. A 

incubação de NGF em cultura de células de ilhotas inibiu a apoptose, a qual foi induzida 

por uma baixa concentração de glicose [57, 72].  

Foi demonstrado que o NGF é produzido por fibroblastos, mastócitos e 

linfócitos [64]. Esta neurotrofina sintetiza e expressa também uma afinidade entre seus 

receptores NGFR (p75) e TrkA, demonstrando que a síntese e/ou utilização do NGF é 

regulada por mecanismos autócrinos e parácrinos [73]. NGF secretado pelas células β da 

ilhota pancreática é um regulador autócrino que preserva a biossíntese e a secreção de 

insulina. Estas observações talvez contribuam para um melhor entendimento da 

fisiopatologia do diabetes, no qual níveis séricos de insulina e NGF estão diminuídos [74]. 

Ilhotas pancreáticas expressam receptores funcionais de NGF que, ativadas pela 

neurotrofina, induzem modificações morfológicas e fisiológicas em células β pancreáticas, 

incluindo secreção de insulina [75]. A expressão de receptores de alta afinidade de NGF foi 
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demonstrado em ilhotas de ratos durante o período de vida fetal e adulta [76].  Esses efeitos 

funcionais nas células β pancreáticas são mediados pela ligação do NGF com receptores 

TrkA [77]. O crescimento celular é regulado pelo NGF e TrkA, sugerindo que este sistema 

tem um importante papel no desenvolvimento de células β [75]. Estes componentes ligam-

se a dois tipos de receptores: p75NGFR que são sítios para todas neurotrofinas e TrkA, 

receptor tirosina quinase com ligação ao NGF. Existem dois receptores homólogos ao TrkA 

denominados TrkB, com ligação para BDNF (Fator neurotrófico derivado do cérebro), NT3 

(Neurotrofina 3) e NT4 (Neurotrofina 4) e TrkC, com ligação especifica para NT3. Os 

receptores de neurotrofinas TrkB e TrkC são expressos em algumas linhas de células β, mas 

suas funções fisiológicas em células β, não estão  bem esclarecidas [76, 78]. 

O primeiro passo na sinalização do NGF, essencial à promoção da 

sobrevivência neuronal envolve a interação com TrKA, um receptor tirosina quinase que 

sofre rápida ativação e autofosforilação em resposta à ligação do NGF [79]. A ativação da 

proteína tirosina quinase do receptor TrK é necessária para iniciar a via de transdução do 

sinal pelo qual o NGF impede a morte celular por apoptose. 

Estudos, in vitro, indicaram que a síntese de NGF estão associados ao aumento 

de citocinas pró-inflamatórias, particularmente interleucina-1 beta (IL-1β) e fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α) [80]. Macrófagos têm papel importante na regulação da 

síntese de NGF, provavelmente através da ativação de IL-1β. NGF é produzido por 

fibroblastos e linfócitos, estas células não apenas sintetizam NGF e TrkA, como expressam 

baixa afinidade por NGFR (p75), o qual é um  receptor do fator de necrose tumoral (TNF) 

membro da família das citocinas [81]. Células β sintetizam NGF que por sua vez, ativa a 

via de sinalização do receptor de TrkA e p75NTR, que representa um  importante papel no 

diabetes mellitus tipo 1 e 2 [71].  

O NGF age sobre a produção de IL-1β nas células, a qual é desencadeada por 

atividade fagocítica e expressam receptores de alta afinidade para esta neurotrofina, 

sugerindo um papel ativador de células imune no processo de inflamação [82]. Estudos 

adicionais revelaram que a sinalização do NGF via receptor tirosina quinase A (TrkA) ativa 

TGF-β por meio dos  receptores serina/treonina quinases, o qual inicia múltiplas vias de 

sinalização, a mais importante é a via Ras/Raf-MAPK  [83, 84]. 
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Aparentemente, GM1 mimetiza os efeitos do NGF por meio da interação com o 

receptor de alta afinidade para NGF, TrkA e ativação subseqüente de proteínas 

sinalizadoras específicas. O mecanismo exato utilizado pelo GM1 na estimulação de TrkA 

ainda não foi definido [85]. A ativação do TrkA é atribuída à formação de  dímeros que 

resultam em trans ou autofosforilação dos resíduos de tirosina, dessa maneira, alguns 

autores sugerem que o GM1 não deve se ligar diretamente ao receptor, mas sim auxiliar na 

formação de agregados de TrkA na membrana celular. Estes agregados catalisariam a 

formação de dímeros de TrkA, passo necessário para ativar a atividade tirosina quinase do 

receptor e, consequentemente, a transdução do sinal [78]. Este tipo de interação e indução 

de fosforilação da tirosina por GM1 também explicaria a habilidade deste gangliosídeo em 

potencializar o efeito do NGF in vitro e in vivo [86, 87]. 

Rabin & Mocchetti, 1995 [78]; Rabin, Bachis & Mocchetti, 2002 [85], em 

estudos in vitro, empregando linhagem de fibroblasto NIH-3T3 que expressam diferentes 

receptores para neurotrofilinas (TrkA, TrkB, TrkC), estudaram a sua interação com 

ganglíosideo GM1 e demonstraram que este ganglíosideo ativa TrkA e TrkB e mais 

intensamente TrkC, através da liberação de neurotrofinas.  

 

Gangliosídeo - GM1 

O gangliosídeo GM1, é um dos poucos sialoglicoconjugados na natureza 

resistente à sialidase, é uma molécula pluripotente capaz de modular as atividades de uma 

grande variedade de proteínas de membrana incluindo receptores, enzimas, canais iônicos e 

moléculas de adesão [88-91].  

GM1, bem como alguns derivados de gangliosídeos, parece ser efetivo na 

redução da expressão de CD4 na superfície de células T de diferentes espécies. 

SAGGIORO et al., (1993) [92] demonstraram que o GM1 mascara epítopos de CD4, 

reconhecidos por diferentes anticorpos monoclonais, localizados entre os dois domínios 

amino-terminais, o que induz a internalização da molécula CD4 em um compartimento 

endocítico onde é eventualmente degradada. KRIFUKS et al.,1993 [93] por sua vez, 
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demonstraram o envolvimento de proteínas quinases e fosfatases na modulação por 

gangliosídeos sobre a expressão das moléculas de CD4 dos linfócitos presentes no sangue 

periférico. Para tanto, trataram estes linfócitos com inibidores de proteínas quinases, e 

verificaram que houve uma inibição da imunossupressão de CD4 induzida por GM1. 

Em células neuronais em cultura, GM1 induz uma variedade de respostas 

características da neurotrofina NGF. In vivo, há evidências que este gangliosídeo, assim 

como o NGF, previne a apoptose de neurônios colinérgicos após dano cortical [87]. Juntos 

estes dados sugerem que GM1 e outros gangliosídeos exercem atividade neurotrófica 

similar ao NGF e que o GM1 pode ser utilizado para restaurar funções neurológicas [78].  

Considerações a respeito do mecanismo de ação do GM1 administrado 

exogenamente, sugerem atuação na reprodução ou potencialização das ações dos fatores 

neurotróficos, destacando-se a prevenção da morte neuronal por apoptose. Estes efeitos 

reiteram a possibilidade de que o GM1 e os fatores neurotróficos possam afetar a 

sobrevivência neuronal através de um mecanismo comum, isto é, por compartilhar uma via 

de transdução. 

A primeira demonstração de potencialização foi obtida com a linhagem celular 

de feocromocitoma de rato, PC12 ( Ferrari et al.,1993 e 1995) [86, 94], na qual o GM1 

potencializou o efeito do fator de crescimento neural (NGF). Batistatou & Greene,1991 

[95] demonstraram que, GM1, assim como o NGF, promove a sobrevivência a longo prazo 

e previne a morte das células PC12. O gangliosídeo também inibe a fragmentação 

apoptótica do DNA que poderia ocorrer em tais condições. As ações rápidas e similares do 

GM1 e NGF de impedir a morte neuronal por apoptose levam a questionar se os dois 

agentes poderiam atuar, em alguns pontos, através de um mecanismo comum. 

As observações reforçam a hipótese da participação dos ganglíosideos como 

imunomoduladores e fornecido suporte a investigação para empregá-los na terapêutica dos 

distúrbios imunológicos [46, 96]. Baseados nessa premissa Wilberz et al (1988) [97] 

trataram camundongos NOD com gangliosídeos objetivando o estudo e seu efeito sobre a 

incidência do diabetes mellitus nestes animais. Estes autores verificaram que a incidência 

da doença diminuiu significativamente nas fêmeas tratadas a partir da 4a semana de vida e 
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nos machos, embora o tratamento com gangliosídeo não tenha reduzido a ocorrência da 

perivasculite precursora da invasão das ilhotas de Langerhans pelas células inflamatórias.  

Papaccio et al, (1993) [98, 99], estudando os efeitos da administração de 

mistura de gangliosídeos (GM1, GD1a, GD1b3, GT1b) no diabetes dos camundongos NOD 

tratadas a partir da 5a até a 21a semana de vida, verificaram diminuição nos níveis de 

glicemia retardando, assim, a instalação do diabetes clínico. Adicionalmente, constataram 

que este tratamento com gangliosídeos retarda a progressiva desorganização da cito-

arquitetura das células β das ilhotas pancreáticas. Contudo, curiosamente, estes autores 

relataram não terem encontrado diferença significativa entre os animais tratados e os 

animais controle quanto ao aparecimento da insulite e da sua progressão. Alem disso, na 

opinião dos autores, os dados obtidos neste trabalho não seria suficientes para provar a 

eficácia da terapêutica dos gangliosídeos sobre a instalação e progresso do diabetes 

mellitus.  

Por outro lado, nosso grupo vem obtendo resultados encorajadores que 

justificam a continuidade dos estudos dos prováveis mecanismos que envolvem 

propriedades modulatórias dos gangliosídeos não apenas na expressão do DM-1 

(comunicação pessoal) como em outros modelos (Monteiro de Castro et al, 2004) [100]. 

Resultados preliminares obtidos em nosso laboratório têm mostrado que a administração de 

gangliosídeos (GM1, GD1a, GD1b3, GT1b) a partir da 4ª semana de vida em fêmeas NOD, 

apesar, da insulite progressiva do pâncreas endócrino, o animal permanece estável quanto a 

sua glicemia [100]. 
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Figura 1- Vias de sinalização do NGF e GM1, através do receptor TrkA. 
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Objetivo Geral 

Avaliar se a ação imunomodulatória do gangliosídeo GM1 é similar ao de NGF 

em ilhotas pancreáticas isoladas de camundongos NOD não diabéticos e pré-diabéticos. 

 

Objetivos específicos  

Analisar: 

1- A expressão gênica de NGF-β, seu receptor TrkA e pró-insulina-1 nas ilhotas 

pancreáticas isoladas, provenientes de camundongos NOD fêmeas de 4 semanas não 

diabéticas (glicemias entre 80 e 100mg/dL ou 5,52 mM); pré-diabéticas, à partir de  

10 semanas de vida, (definidos como glicemia entre 100 e 150 mg/dL ou 8,28 mM), 

submetidas a cultura celular e tratadas com  GM1 25uM, GM1 60uM e 100ug de NGF. 

2- A concentração das citocinas IL-1β, IL-12, TNFα, IFN-γ e insulina em sobrenadantes de 

culturas de ilhotas pancreáticas isoladas, provenientes de camundongos NOD fêmeas de 

4 semanas não diabéticas (glicemias entre 80 e 100mg/dL); pré-diabéticas, à partir de  

10 semanas de vida, (definidos como glicemia entre 100 e 150 mg/dL), submetidas a 

cultura celular e tratadas com GM1 25uM, GM1 60uM e 100ug de NGF. 

3- Imunofenotipificação (TrkA;  NGF-β e GM1) das ilhotas pancreáticas isoladas de 

camundongos NOD não diabéticos e pré-diabéticos, submetidas a cultura celular e 

tratadas com GM1 25uM, GM1 60uM e 100ug de NGF. 
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Fluxograma do Protocolo Experimental 
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Animais 

Os camundongos da linhagem NOD-UNI (Non Obese Diabetic) fêmeas eram 

adquiridos do CEMIB (Centro de Bioterismo da Unicamp) e mantidos em condições SPF 

de ambiente e alimentação.  

 

Diagnóstico e acompanhamento do diabetes mellitus 

Os camundongos NOD fêmea não diabéticos de 4  semanas de vida  

(glicemia entre 80 e 100 mg/dL ou 5,52mM) e pré-diabéticos, à partir de 12 semanas de 

vida (glicemia entre 100 e 150 mg/dL ou 8,28mM), tiveram glicosúrias avaliadas 

semanalmente (Glicofita, Lilly®), sendo o diagnóstico de diabetes mellitus estabelecido em 

duas glicosúrias positivas em dias consecutivos. Tal diagnóstico era confirmado pela 

determinação de glicemia (250 mg/dL ou 13,8mM) através de glicosímetro Prestige LX® 

(Home diagnostics, EUA). 

 

Grupos experimentais, sacrifício e coleta de órgãos dos animais 

-Grupo1: Animais NOD fêmea não diabéticos com 4 semanas de vida e glicemia entre  

80 e 100 mg/dL eram utilizados para extração de ilhotas pancreáticas. Fase em que a ilhota 

tem o mínimo de infiltrado e seguramente com glicemias normais para a linhagem. 

-Grupo2: Animais NOD fêmea pré-diabéticos com idades entre 12 a 18 semanas de vida, 

definidos por duas glicemias consecutivas, entre 100 e 150 mg/dL tiveram suas ilhotas 

pancreáticas extraídas.  

 

Ao sacrifício, os animais eram anestesiados pela infusão intraperitoneal de  

10 μl de solução de tiopental sódico a 10% para permitir punção intracardíaca objetivando 

a coleta e isolamento de ilhotas pancreáticas. 
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Isolamento de ilhotas pancreáticas 

As ilhotas eram isoladas seguindo-se a técnica originalmente descrita por 

Moskalewski 1965, aplicada a pâncreas de murino por Lacy & Kostianovsky 1967,  

com algumas modificações introduzidas por Boschero, Delattre & Santos 1980 [101]  

e adaptações em nosso laboratório [33]. As ilhotas pancreáticas eram isoladas e separadas 

do tecido acinar pela digestão enzimática de solução de Hanks contendo colagenase 

2mg/ml (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA.). O isolamento das ilhotas era 

realizado “manualmente” por aspiração do sedimento, com auxílio de pipeta Pasteur 

estirada, através de microscópico estereoscópico em solução de Hanks contendo 10mg/ml 

albumina em uma placa de Petri com fundo preto. As ilhotas eram coletadas e transferidas 

para outra placa de Petri com fundo preto contendo Hanks suplementado com 2,8mM de 

glicose e 3mg/ml de albumina. A partir desta solução “limpa” procedeu-se a uma nova 

coleta.  Após teste de viabilidade celular através do método de exclusão de corante azul de 

Tripan (consideradas acima de 90% de viabilidade) as ilhotas eram transferidas para os 

procedimentos de cultura celular. 

 

Estaurosporina (Inibidor de Tirosina Quinase) 

As ilhotas coletadas após incubadas por 23h em meio de cultura, portanto,  

1h antes de serem tratadas com NGF e/ou GM1 eram bloqueadas com 200nM de  

Estaurosporina (TOCRIS - USA)  diluída em DMSO  protegidas de luz. A estaurosporina 

era colocada em todos os poços da placa (incluindo o controle); após 1h de bloqueio as 

ilhotas (não os controles) eram então tratadas e após os tempos de tratamento as ilhotas 

eram levadas para os procedimentos de expressão gênica, ELISA e Imunofluorescência. 

 

Cultura de ilhotas pancreáticas 

As ilhotas pancreáticas obtidas após procedimento de extração eram cultivadas 

por 24 horas em meio RPMI-1640 (Invitrogen, EUA) contendo 8.0 mM de glicose e 

suplementado com 5% de soro bovino fetal (Heyclone,EUA), 200 unidades/ml de 

penicilina G, 200 μg/ml estreptomicina e 0,5 μg/ml de anfotericina B para recuperação.  
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Após este período, as culturas eram tratadas conforme protocolo a seguir: 

-Grupo 1: 10 ilhotas pancreáticas extraídas de camundongos NOD (não diabéticos)  

de 4 a 6 semanas de vida, após teste de viabilidade por exclusão de corante  

(azul de Tripan) eram adicionadas as placas de culturas de 12 poços. Após 24 horas de 

cultura, cada um dos poços contendo as ilhotas eram adicionados 25 uM e 60 μM de GM1 

(Monossialogangliosídeo sódico-Sygen®-TRB Pharma) individualmente, isto é, cada poço 

conterá ilhotas recebendo diferente tratamento de gangliosídeo e/ou 100ug de NGF 

(Chemicon - USA).  A cultura controle era realizada apenas com meio de cultura na 

ausência dos gangliosídeos e NGF. Os tempos (estabelecidos previamente) para coleta de 

material após tratamento eram: 60 minutos, 90 minutos, 3 horas e 6 horas.  

Estes procedimentos eram realizados em triplicata.  

-Grupo 2: O Mesmo procedimento do grupo 1. Contudo, de ilhotas pancreáticas 

provenientes de animais considerados pré-diabéticos, entre a 12a e 18a semana de vida, 

(150mg/dL) de glicemia, com tempo de tratamento de 60 minutos, 90 minutos, 3 horas e  

6 horas  

-Grupo 3: 10 ilhotas pancreáticas extraídas de camundongos NOD (não diabéticos) de  

4 a 6 semanas de vida, após teste de viabilidade por exclusão de corante (azul de Tripan) 

eram adicionadas as placas de culturas de 12 poços. Após 23 horas de cultura, cada um 

dos poços contendo as ilhotas eram bloqueadas com 100ug estaurosporina (TOCRIS - 

EUA) e após 1(uma)hora eram adicionados 25uM e 60 μM de GM1 

(Monossialogangliosídeo sódico-Sygen®-TRB Pharma) individualmente, isto é, cada poço 

conterá ilhotas recebendo diferente tratamento de gangliosídeo e/ou 100ug de NGF 

(Chemicon - EUA).  A cultura controle era realizada apenas com meio de cultura na 

ausência dos gangliosídeos e NGF. Os tempos (estabelecidos previamente) para coleta de 

material após tratamento eram: 60 minutos, 90 minutos, 3 horas e 6 horas.  

Estes procedimentos eram realizados em triplicata.  

 

Estes protocolos disponibilizaram de material para ensaios de expressão gênica, 

para análise de ciclofilina, NGF-β, receptor TrkA e pró-insulina-1, ELISA e 

Imunofluorescência. 
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Extração de RNA TOTAL (TRNA) e avaliação semi-quantitativa de MRNA através 

de RT-PCR  

Extração de RNA TOTAL (TRNA)  

O RNA era extraído das culturas de ilhotas pancreáticas através do método do 

guanidina-tiocianato;  [33, 102] e transcritos para DNA (cDNA). Eram utilizados para os 

procedimentos de extração de RNA total. Em resumo, o equivalente a 10 ilhotas 

(aproximadamente 1,8x104 células) eram transferidas para frascos plásticos de 1,5 ml 

(RNAse free) contendo solução de guanidina-tiocianato (Fluka), 2-mercaptoetanol (Sigma), 

citrato de sódio 25 mM, pH 7,0 (tampão de lise) e submetidas  a homogeneizador de 

células. Após “liberação” do conteúdo celular, este homogeneizado era submetido à 

separação dos ácidos nucléicos das proteínas contaminantes por agitação em vórtex do 

lisado com igual volume de fenol-clorofórmio-isoamyl álcool (25-24-1) para formar uma 

emulsão e centrifugados a 10.000 x g por 5 minutos à temperatura ambiente. O nível 

aquoso superior era recuperado e a extração repetida com fenol-clorofórmio-isoamil álcool 

conforme necessário, até que não houvesse mais evidências de proteínas na interface.  

Com o objetivo de remover o fenol das preparações algumas extrações com  

clorofórmio-isoamil álcool (24:1) eram necessárias. O RNA da camada aquosa era 

precipitado overnight a –20o C pela adição de 2 volumes de etanol contendo 0,3M de 

acetato de sódio. O precipitado era novamente “limpo” e precipitado com 1 volume de 

isopropanol. O RNA era recuperado por centrifugação a 10.000 x g por 15 minutos a 4o C. 

O precipitado de RNA era seco e novamente suspenso em 40 μl de água tratada com  

dietil-pirocarbonato (DEPC). A integridade do RNA era verificada por corrida em 

eletroforese em gel de formaldeído e quantificada por leitura da densidade óptica a  

260 e 280 nm em espectofotômetro (SpectraMax 190, Molecular Device, Ca, EUA).  

O RNA era considerado de boa qualidade com a relação das leituras 260/280 entre  

1,6 e 1,8. Todas as amostras de RNA total eram armazenadas a - 80o até o uso. 
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Transcrição Reversa do RNA total Extraído (cDNA) 

cDNA eram sintetizados em  volumes de reação de 25 μl de volumes contendo 

1μg de RNA celular aquecidos a 65o C por 15 minutos e resfriados em gelo, 100 ng de 

oligo (dT)12-18 (Pharmacia LKB Biotechnology Inc., EUA), 0,5 mM dNTP (Pharmacia). 

Inibidores de Rnase em concentração final de 1 U/ul, Tris HCl 25 mM, pH 8,3,  

KCl 50 mM, DTT 2,0 mM, MgCl2 5,0 mM mais 20,5 U de enzima transcriptase reversa. 

Após 60 minutos a 42o C seguidos por 30 minutos a 52o C, as amostras eram aquecidas a 

95o C por 5 minutos e então rapidamente resfriadas em gelo e armazenadas a –20o C até o 

uso. Os cDNA eram co-amplificados com primers específicos para as citocinas estudadas e 

ciclofilina como controle interno de reação (house-keeping gene) realizada em tampão de 

PCR 1 X (Tris HCl 20 mM, pH 8,3, KCl 50 mM, MgCl2 1,5 mM) suplementado com  

50 mM dNTPs, 0,25 mM para cada primer 5’- e 3’específico, e 1,2 unidades de taq 

polimerase (termus aquaticus) em volume de reação de 50 μl. A mistura era coberta com  

50 μl de óleo mineral (Sigma) e amplificada por “hotstart” a 94o C por 2 minutos e  

38 ciclos seqüenciais a 60o C por 45 segundos, 72o C por 90 segundos, 95o C por  

45 segundos em termociclador Peltier (Perkin Elmer 9700, EUA). Todos os reagentes PCR 

usados na reação eram testados para possíveis contaminações em reação prévia de 40 ciclos 

sem cDNA.  

 

Amplificação de cDNA por Reação de Polimerase em Cadeia (PCR) 

Primers utilizados sense e anti-sense: 

-NGF-β, receptor TrkA, pró-isulina e Ciclofilina (gen estrutural - house keeping gene) 

(Invitrogen - EUA) como expressão e controle do preparo de RNA total, transcrição 

reversa e PCR: 
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Tabela 1- Primers empregados nos procedimentos de RT-PCR semi-quantitativo para 

expressão gênica de NGF, TrkA, pró-insulina e Ciclofilina (gene estrutural) 

 

Primer Sense (5’ – 3’) Anti-sense (5’ – 3’) Produto 

Ciclofilina GACAGCAGAAAACTTTCGTGC GGTTCTGACTCACCGACC T 276 pb 

NGF TGAAGCCCACTGGACTAAA ACCTCCTTGCCCTTGATG 372 pb 

TrkA GGGGCTAACTCTGGTCAAT AGGGTGTAGTTCCCG 345 pb 

Pró-insulina-1 CCATCAGCAAGCTCATTGTTT GCGGGACCTGGGTGTGTAGAAGAA 193 pb 

 

Análise dos Produtos da Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) por Eletroforese em 

Gel de Agarose 

As co-amplificações dos cDNA, utilizando-se os primers específicos para as 

citocinas relevantes, eram analisados através de eletroforese em gel de agarose 1,5% e 

revelados com brometo de etídio, através de excitação em UV e documentado através da 

captação das imagens dos géis através do sistema ImageQuant, GE Life Sciences, EUA.  

As intensidades das bandas eram analisadas com software ImageQuant® (GE technologies, 

EUA).  

Para a semi-quantificação, as áreas de pixel determinadas pela intensidade de 

cada banda eram comparadas com as da ciclofilina. Os valores eram normalizados e 

transformados em Unidades arbitrárias (pixel index) através da seguinte fórmula: 

Unidades arbitrárias = (pixel das citocinas / pixel da ciclofilina do respectivo grupo) x 100. 

 

Determinação da concentração de citocinas no sobrenadante de cultura de ilhotas por 

meio de ensaio imunoenzimático (ELISA) 

IL-12, IFN-γ, IL-1β  

As placas eram adsorvidas com anticorpo de captura específico para as 

citocinas IL-12, IFN-γ, IL-1β e TGF-β (CytoSetTM – Biosource, EUA) na concentração de 

1,25μg/ml, diluído em solução tampão carbonato-bicarbonato (p.H. 9.4) e incubadas por  
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18 horas em temperatura de 4ºC. A seguir, as placas eram lavadas por 3 ciclos rápidos com 

solução salina e 0,1% de Tween 20 (Merck - Alemanha). Para bloqueio dos sítios 

inespecíficos utilizava-se solução de soro albumina bovina 1% em PBS (p.H. 7,4)  

(tampão de ensaio), por 2 horas em temperatura ambiente. Novamente as placas  

eram lavadas por 3 ciclos rápidos e 100 μl de amostras de sobrenadante de cultura de 

ilhotas tratadas com GM1 e/ou NGF diluídos 1:2 em tampão de ensaio era adicionado,  

e eram mantidas em câmara úmida por 90 minutos em temperatura ambiente, com exceção 

de IL-1β, incubada a 37ºC. Após o processo de lavagem, era adicionado 100 μl de 

anticorpo de detecção biotinilado diluído 0,125 μg/ml em tampão de ensaio suplementado 

com 5% de soro bovino fetal para IL-12 e IFN-γ, e a concentração utilizada era de  

0,05 μg/ml para IL-1β, sendo que as placas permaneciam em câmara úmida por 1 hora em 

temperatura ambiente. Em seguida as lavagens, era adicionada solução de 

estreptavidina/peroxidase, na concentração de 0,3 μg/ml diluído em tampão de ensaio e 

então, mantidas por 45 minutos em temperatura ambiente protegida de luminosidade. 

Posterior às lavagens, a reação de cor era produzida pela adição de tetrametilbenzidina 

(TMB OptEIATM BD - Biosciences), sendo bloqueada após 30 minutos com H2SO4 1N.  

Os valores de absorbância eram obtidos após leitura em 450nm utilizando 

espectrofotômetro Spectra Max 190 (Medical Device, EUA) e os cálculos eram realizados 

através do software SOFT MAX-PRO 3.0. Para cada experimento, era utilizada curva de 

referência, para determinação da concentração de citocina. 

 

TNF-α 

As placas eram adsorvidas com 100μl de anticorpo de captura específico para 

TNF-α (CytoSetTM – Biosource, EUA) na concentração de 1,25μg/ml, diluído em solução 

tampão carbonato-bicarbonato (p.H. 9.4) e incubadas por 18 horas a 4ºC. A seguir,  

a solução de adsorção era aspirada e, para bloqueio dos sítios inespecíficos adicionava-se 

300 μl de solução de soro albumina bovina 1% em PBS (p.H. 7,4) (tampão de ensaio),  

por 2 horas em temperatura ambiente. A seguir, as placas eram aspiradas e 100 μl de 

amostras de sobrenadante de cultura de ilhotas tratadas com GM1 e/ou NGF diluídos  
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1:2 em tampão de ensaio eram adicionados, e imediatamente, adicionava-se 50 μl do 

anticorpo de detecção biotinilado na concentração de 0,05 μg/ml em tampão de ensaio, 

sendo mantidas em câmara úmida por 2 horas em temperatura ambiente. Após 4 ciclos 

rápidos de lavagem com solução salina e 0,1% de Tween 20 (Merck-Alemanha),  

eram adicionados 100 μl de anticorpo solução de estreptavidina/peroxidase, na 

concentração de 0,15 μg/ml diluído em tampão de ensaio e então, as placas eram mantidas 

por 30 minutos em temperatura ambiente protegida de luminosidade. Posterior às lavagens, 

a reação de cor foi produzida pela adição de tetrametilbenzidina (TMB OptEIATM BD - 

Biosciences), sendo bloqueada após 20 minutos com H2SO4 1N. Os valores de absorbância 

eram obtidos após leitura em 450nm utilizando espectrofotômetro Spectra Max  

190 (Medical Device, EUA) e os cálculos eram realizados através do software  

SOFT MAX-PRO 3.0. Era utilizada curva de referência, para determinação da 

concentração da citocina em estudo. 

 

Insulina 

Este ELISA, tipo sanduíche era realizado conforme as instruções do fabricante 

(LINCO RESEARCH – Rat/mouse insulin Elisa kit, EUA). Após 3 lavagens com 300ul de 

50nM Tris-salina com tween20 (TBS), eram adicionados 20ul das amostras de 

sobrenadante de cultura de ilhotas tratadas com GM1 e/ou NGF diluídas 1:1000 em PBS 

0,05M com 1% de BSA (tampão de ensaio) e 80ul do anticorpo de detecção biotinilado 

anti-insulina, seguido por incubação de 2 horas. A seguir as placas eram lavadas 3 vezes e 

100ul da solução de estreptoavidina conjugada a peroxidase eram adicionados. 

Após 30 minutos de incubação, as placas eram lavadas 6 vezes e a seguir, 100ul do 

substrato cromógeno (Tetrametilbenzidina) eram adicionados e mantidos por 15 minutos 

protegidos da luz. Em seguida, a reação era bloqueada com 100ul de HCL 0,3M.  

As leituras de absorbância eram obtidas em 450nm utilizando espectrofotômetro 

Spectramax 190 e os resultados calculados através do software Pro 3.0 a partir de curva de 

referência (0,2 – 10 ng/ml de insulina) realizada juntamente com o experimento. 
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Imunofluorescência 

TrkA e NGF 

A técnica empregada era de imunofluorescência indireta. As ilhotas coletadas 

após incubadas por 24H em meio de cultura  e tratadas com GM1 e/ou NGF, eram  lavadas 

três vezes em PBS (solução de salina fosfatada tamponada) e em seguida eram incubadas 

em 2,5% BSA V (albumina bovina fração V; GibcoBRL, EUA); 2% leite desnatado em pó 

e 8% SBF (soro fetal bovino  HyClone – Utah, EUA) durante 20 minutos, para bloqueio de 

sítios inespecíficos. Aproximadamente 50µl do anticorpo primário anti-NGF  

(NGFR p75 H-72), anti-TrkA (Santa Cruz Biotechnology, EUA) eram adicionados a cada 

poço da placa de cultura (diluição 1:100) e incubados por 60minutos, em temperatura 

ambiente, em câmara úmida, protegida contra luminosidade. Em seguida, as lâminas eram 

lavadas três vezes com PBS e 50µl do anticorpo secundário (5 μg/mL) conjugado com 

FITC anti-coelho IgG para NGF e TrkA ( Vector Laboratories Inc., Califórnia, EUA).  

As ilhotas eram lavadas três vezes em PBS e montadas em lâminas, sendo observadas em 

microscópio Leica DM 4500B (Alemanha) e as imagens captadas através do software Leica 

FW4000.  

As intensidades das bandas eram analisadas com o programa de computador 

Image G. As áreas de pixel eram determinadas pela intensidade de cada marcação e 

comparadas com as do controle. Os valores eram dados em unidades arbitrárias (x106). 

 

Isolamento de anticorpos específicos anti-GM1 

Os soros utilizados para purificação de anticorpos anti-GM1 eram obtidos soros 

de pacientes diabéticos tipo1. Para a identificação de anticorpos anti-GM1, era utilizada a 

técnica de Elisa, a partir de protocolo preliminarmente padronizado no LIAE.  

 

ELISA - Anticorpos anti-GM1 

Placas de polietileno de fundo chato com 96 poços eram adsorvidas com 100 μl 

de GM1 na concentração de 50 µg/ml solubilizado em metanol e incubadas 16 horas à  

4ºC para evaporação do solvente. Após secagem completa, as placas eram lavadas 3 vezes 

Material e Métodos 

68



com 0,05% de Tween 20 em PBS. Para bloqueio dos sítios inespecíficos era utilizada uma 

solução de leite em pó 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 diluídas 1:100 em PBS foram adicionadas aos poços e incubadas overnight em 

temperatura ambiente. Após lavagem, eram adicionados 100 µl de anticorpo conjugado 

com peroxidase anti-IgG humana  cadeia µ ou γ específico diluído 1:5000 em PBS e 

mantido por 90 minutos em temperatura ambiente. A placa era, então, lavada por 5 vezes,  

e a reação de cor, produzida pela adição de tetrametilbenzidina (TMB OptEIATM BD - 

Biosciences, EUA), durante 30 minutos, protegida de luminosidade, sendo bloqueada com 

H2SO4 1N. Os valores de absorbância eram obtidos após leitura em 450nm utilizando 

espectrofotômetro Spectra Max 190 (Medical device, EUA). Os títulos dos anticorpos  

anti-GM1 eram tabelados, e as médias e os desvios padrão para cada grupo eram calculados 

e estabelecidos em Unidades Arbitrárias (UA) 

 

Identificação dos soros 

A partir das unidades arbitrárias, 3 intervalos para agrupar os soros contendo 

anticorpos anti-GM1 eram estabelecidos. O limite inferior das faixas estabelecidas (A) era 

calculado à partir da média mais 2 desvios padrão das unidades arbitrárias de anticorpo 

anti-GM1 obtidas à partir de soro de pacientes diabéticos tipo 1, indivíduos sadios 

controles, sendo então , estabelecidas as faixas intermediária (B) a  elevada (C). 

A- 0,2-0,4 

B- 0,401- 0,6 

C- >0,6 

Após analisar cada grupo de resultados, procedia-se ao isolamento de 

anticorpos anti-GM1 a partir de pool formado por alíquotas 50 μl de 10 soros tratados com 

gangliosídeos, que continham mais de 0,6UA de anticorpo, ou seja, estavam no intervalo C.  

Separação dos anticorpos anti-GM1 por meio de DEAE-sephadex A-25. 
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Para isolar os anticorpos anti-GM1 era utilizada resina de cromatografia  

DEAE-Sephadex A-25 [103]. Adicionava-se 50mg de DEAE- Sephadex A-25 sem 

tratamento adicional a 70 mg de GM1, mantendo-se a suspensão sob agitação magnética 

suave, durante 2 horas e meia, em temperatura ambiente. Após este período,  

eram realizadas 3 lavagens com 1ml de metanol-água 1:1 e outras 3 lavagens com solução 

de lavagem, contendo 0,1M Tris-HCL, 0,1M NaCl, 0,01M EDTA, pH 7.3. A suspensão era 

mantida durante a noite à 4º C. No dia seguinte, eram adicionadas as alíquotas dos 10 soros 

selecionados (faixa de concentração C) diluídos 1:100 (v/v) em volume final de 500 μl de 

Tris,  adicionando-se a seguir 100 μl do DEAE- GM1 e 2400 μl de Tris, completando 3ml. 

Esta preparação era submetida à agitação magnética suave durante 60 minutos e à 

centrifugação por 5 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante era excluído e o pellet,  

lavado 2 vezes com 1 ml de solução de lavagem. Era então feita a eluição dos anticorpos 

anti-GM1, adicionando ao pellet 1ml de glicina-HCl 0,2M, pH 2,8. Após 3 minutos de 

agitação suave, procedia-se a centrifugação como descrito anteriormente. O sobrenadante 

era imediatamente neutralizado com NaOH 0,1N e o título dos anticorpos estimado por 

meio de leitura espectrofotométrica em 280 nm em relação ao coeficiente de extinção da 

IgG (Σ1%
280)=13.6. 

 

Imunofluorescência - GM1 

Para observação dos sítios de ligação do gangliosídeo GM1, empregava-se a 

técnica de imunofluorescência indireta. As ilhotas coletadas após incubadas por 24H em 

meio de cultura  e tratadas com GM1 e/ou NGF, eram  lavadas três vezes em PBS  

(solução de salina fosfatada tamponada) e em seguida foram incubadas em 2,5% BSA V 

(albumina bovina fração V; GibcoBRL, EUA); 2% leite desnatado em pó e 8% SFB  

(soro fetal bovino  HyClone – Utah, EUA) durante 20 minutos, para bloqueio de sítios 

inespecíficos. aproximadamente 50 µl do anticorpo primário anti-GM1 ((provenientes de 

soros de pacientes diabéticos tipo 1)) eram adicionados a cada poço da placa de cultura 

(diluição 1:100) e incubados por 60minutos, em temperatura ambiente, em câmara úmida, 

protegida contra luminosidade. Em seguida, as lâminas eram lavadas três vezes com PBS e 

Material e Métodos 

70



50µl do anticorpo secundário conjugado com Texas Red® IgG anti-camundongo  

(Vector Laboratories Inc., Califórnia, EUA), na concentração de 5 µg/ml, mantendo-se por 

45 minutos ao abrigo da luz e em temperatura ambiente. Posteriormente, as lâminas eram 

lavadas uma vez e montadas em glicerol, sendo observadas em fotomicroscópio Leica DM 

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

As intensidades das bandas eram analisadas com o programa de computador 

Image G. As áreas de pixel eram determinadas pela intensidade de cada marcação e 

comparadas com as do controle. Os valores eram dados em unidades arbitrárias (x106). 

 

Análise estatística  

Os dados eram analisados com média e desvio padrão, usando o teste ANOVA, 

teste Mann-Whitney (teste não paramétrico) e valores com *p<0.05 foram considerados 

estatisticamente significativos. 

 

Formatação do texto 

Para a formatação do texto no que se refere às citações e bibliografia, 

empregava-se o programa computacional EndNote 9 (Copyright© 2006 The Thomson 

Corporation. EUA, licenciado para o Laboratório de Imunologia & Alergia Experimental)  

e o formato Vancouver, segundo as normas da Comissão de Pós-Graduação da Faculdade 

de Ciências Médicas - Unicamp. 
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Efeito do peso e da glicemia em relação aos grupos de animais NOD não diabéticos e 

grupos de animais NOD pré-diabéticos 

O efeito do peso de camundongos NOD não diabéticos e pré-diabéticos foi 

proporcional nos dois grupos em semanas de vida e em relação a glicemia destes animais, 

mesmo tendo a glicemia aumentada no caso de animais pré-diabéticos, o peso permaneceu 

constante neste grupo. O efeito da glicemia de camundongos não diabéticos de  

4 a 6 semanas de vida apresentaram valores abaixo de 100mg/dL, em comparação ao grupo 

de animais NOD pré-diabéticos de 10 a 12 semanas de vida, o qual observou-se aumento de 

valores, acima de 100mg/dL. Os animais NOD com glicemia acima de 100mg/dL até 

150mg/dL foram usados como grupos pré-diabéticos, após completarem 150mg/dL,  

pois observamos que na próxima verificação de glicemia os animais apresentavam 

glicemias acima de 250mg/dL, já considerados diabéticos e fora do grupo de pesquisa. 
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Pesos: 

 

 

 

 

 

Figura 2- Gráficos representativos dos pesos dos grupos de animais (n=6 para cada grupo). 

Os valores dos pesos de NOD não diabéticos com os pesos de NOD  

pré-diabéticos foram proporcionais em cada grupo e os valores dos pesos de 

NOD não diabéticos foi proporcional, comparados com os valores dos pesos de 

NOD pré-diabéticos. 

 

Glicemias: 

 

 

 

 

 

Figura 2a- Gráficos representando níveis glicêmicos dos grupos de animais (n=6 para cada 

grupo). A glicemia obtidas nos grupos de animais não diabéticos apresentaram 

valores abaixo de 100mg/dL, enquanto que a glicemia obtidas nos grupos de 

animais pré-diabéticos apresentaram valores acima de 100mg/dL 
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Avaliação da expressão gênica em ilhotas pancreáticas 

Para avaliarmos o efeito do tratamento com o gangliosídeo GM1 e do 

tratamento com NGF em ilhotas isoladas de camundongos NOD não diabéticos de  

4 semanas de vida (glicemias entre 80 de 100mg/dL); pré-diabéticos a partir de 12 semanas 

de vida (glicemias entre 100 e 150mg/dL) e de culturas de ilhotas pancreáticas de 

camundongos NOD não diabéticos, incubadas com estaurosporina (incluindo os controles) 

1(uma) hora antes de receberem os tratamentos com GM1 e NGF, procedemos a detecção 

da expressão gênica (mRNA) de NGF, TrkA e pró-insulina-1, pelo método de PCR.  

Os resultados estão expressos pela média e desvio padrão (* p<0,05 – Mann-Whitney) e 

apresentados a seguir: 

 

Os resultados estão expressos por média e desvio padrão (*p<0,05 – Mann-Whitney).  
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Avaliação do tratamento com o gangliosídeo GM1 25uM, GM1 60uM e NGF sobre a 

expressão gênica de NGF em ilhotas isoladas de camundongos NOD 

 

Figura 3- Gráficos representativos da expressão gênica de NGF em ilhotas pancreáticas de 

NOD não diabéticos (n=6 para cada grupo), tratadas com GM1 25uM,  

GM1 60uM e NGF. Observou-se aumento da expressão de NGF no período de 

90 minutos em culturas tratadas com GM1 25uM, GM1 60uM e NGF,  

enquanto que em 3 horas houve aumento da expressão de NGF em culturas 

tratadas com GM1 25uM e NGF.  

 

Figura 3a- Gráficos representativos da expressão gênica de NGF em ilhotas pancreáticas 

de NOD pré-diabéticos (n=5 para cada grupo), tratadas com GM1 25uM,  

GM1 60uM e NGF.  Observou-se que não houve diferença significativa na 

expressão de NGF em ilhotas tratadas com GM1 25uM;  em culturas tratadas 

com GM1 60uM os níveis de NGF estavam aumentados em 90 minutos de 

tratamento; enquanto que em culturas tratadas com NGF houve aumento da 

expressão no período de 60 minutos.  

 

Figura 3b- Gráficos representativos da expressão gênica de NGF em ilhotas pancreáticas 

de NOD não diabéticos com adição de estaurosporina em cultura (n=5 para 

cada grupo), tratadas com GM1 25uM, GM1 60uM e NGF.  Observou-se 

aumento da expressão de NGF à partir de 30minutos em culturas tratadas com 

GM1 60uM; em culturas tratadas com GM1 25uM e NGF não houve diferença 

significativa da expressão de NGF.  

 

Os resultados estão expressos por média e desvio padrão (*p<0,05 – Mann-

Whitney).  
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Tabela 2- Dados da expressão gênica de NGF em ilhotas pancreáticas isoladas de 

camundongos NOD. Os resultados estão expressos por média e desvio padrão 

(*p<0,05 – Mann-Whitney) 

Tratamento Controle 60 min Controle 90 min Controle 3Horas Controle 6Horas 

GM1 25uM 70+14 74+9 74+24 131+7* 71+20 167+11* 73+20 103+7 

Pré-Diabético 61+11 66+7 63+17 82+5 62+18 75+5 61+16 76+8 

GM1 60uM 70+14 67+4 74+24 127+13* 71+20 69+5 73+20 47+6 

Pré-Diabético 61+11 62+2 63+17 257+8* 62+18 110+9 61+16 58+4 

NGF 70+14 67+1 74+24 127+2* 71+20 162+2* 73+20 104+3 

Pré-Diabético 61+11 156+2* 63+17 97+3 62+18 92+3 61+16 95+3 

Estaurosporina Controle 30 min Controle 60 min Controle 90 min Controle 3Horas 

GM1 25uM 71+26 75+2 71+24 66+7 68+20 53+6 68+20 42+3 

GM1 60uM 71+26 191+4* 71+24 150+6* 68+20 326+4* 68+20 170+6* 

NGF 71+26 122+5 71+24 98+10 68+20 45+3 68+20 66+5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Avaliação do tratamento com o gangliosídeo GM1 25uM, GM1 60uM e NGF sobre a 

expressão gênica de TrkA em ilhotas isoladas de camundongos NOD 

 

Figura 4- Gráficos representativos da expressão gênica de TrkA em ilhotas pancreáticas de 

NOD não diabéticos (n=6 para cada grupo), tratadas com GM1 25uM,  

GM1 60uM e  NGF. Observou-se diminuição da expressão nos períodos de  

90 minutos e 6 horas e aumento em 3 horas em culturas tratadas com GM1 25uM 

e em culturas tratadas com GM1 60uM e NGF a expressão de TrkA estava 

diminuída à partir de 60 minutos de tratamento. 

 

Figura 4a- Gráficos representativos da expressão gênica de TrkA em ilhotas pancreáticas 

de NOD pré-diabéticos (n=5 para cada grupo). Observou-se que em culturas 

tratadas com GM1 25uM  não houve diferença significativa na expressão de 

TrkA;  houve aumento da expressão no período de 60 minutos e diminuição da 

expressão no período de 6 horas em culturas tratadas com GM1 60uM, 

enquanto que em culturas tratadas com NGF pode-se observar  aumento na 

expressão de TrkA  à partir de 90 minutos de tratamento em relação ao 

controle.  

 

Figura 4b- Gráficos representativos da expressão gênica de TrkA em ilhotas pancreáticas 

de NOD não diabéticos com adição de estaurosporina em cultura (n=5 para 

cada grupo).Observou-se  diminuição na expressão de TrkA no período de  

30 e 90 minutos e 3 horas em culturas tratadas com GM1 25uM; em culturas 

tratadas com GM1 60uM ocorreu aumento da expressão em 30 minutos, 

enquanto que o tratamento com NGF promoveu diminuição significativa na 

expressão à partir de  90 minutos de tratamento.  

 

Os resultados estão expressos por média e desvio padrão (*p<0,05 – Mann-Whitney). 
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Tabela 3- Dados da expressão gênica de TrkA em ilhotas pancreáticas isoladas de 

camundongos NOD. Os resultados estão expressos por média e desvio padrão 

(*p<0,05 – Mann-Whitney) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tratamento Controle 60 min Controle 90 min Controle 3Horas Controle 6Horas 

GM1 25uM 70 + 14 107 + 5 74 + 24 48 + 2* 71 + 20 123 + 8* 73 + 20 32 + 9* 

Pré-Diabético 61 + 11 39 + 2 63 + 17 32 + 5 62 + 18 73 + 1 61 + 16 56 + 3 

GM1 60uM 70 + 14 7 + 2* 74 + 24 6 + 1* 71 + 20 11 + 1* 73 + 20 37 + 6* 

Pré-Diabético 61 + 11 119 + 4* 63 + 17 59 + 4 62 + 18 47 + 7 61 + 16 22 + 2* 

NGF 70 + 14 38 + 3 74 + 24 41 + 1* 71 +2 0 65 + 3 73 + 20 77 + 3 

Pré-Diabético 61 + 11 45 + 4 63 + 17 109 + 5* 62 + 18 120 + 4* 61 + 16 106 + 4* 

Estaurosporina Controle 30 min Controle 60 min Controle 90 min Controle 3Horas 

GM1 25uM 71 + 26 29 + 5* 71 + 24 49 + 3 68 + 20 36 + 1* 68 + 20 17 + 1* 

GM1 60uM 71 + 26 180 + 7* 71 + 24 67 + 5 68 + 20 68 + 5 68 + 20 44 + 8 

NGF 71 + 26 61 + 4 71 + 24 52 + 3 68 + 20 20 + 4* 68 + 20 23 + 2* 



Avaliação do tratamento com o gangliosídeo GM1 25uM, GM1 60uM e NGF sobre a 

expressão gênica de pró-insulina-1 em ilhotas isoladas de camundongos NOD 

 

Figura 5- Gráficos representativos da expressão gênica de pró-insulina-1 em ilhotas 

pancreáticas de NOD não diabéticos (n=6 para cada grupo), tratadas com GM1 

25uM, GM1 60uM e NGF. Observou-se diminuição significativa da expressão 

de pró-insulina-1 à partir de  60 minutos em culturas tratadas com GM1 25uM, 

GM1 60uM e NGF. 

Figura 5a- Gráficos representativos da expressão gênica de pró-insulina-1 em ilhotas 

pancreáticas de NOD pré-diabéticos (n=5 para cada grupo). Observou-se 

aumento da expressão de pró-insulina-1 no período de 60 minutos e 6 horas 

em culturas tratadas com GM1 25uM, em culturas tratadas com GM1 60uM 

houve diminuição na expressão no período de 3 horas; enquanto que em 

culturas tratadas com NGF houve diminuição na expressão de pró-insulina no 

período de 90 minutos.  

Figura 5b- Gráficos representativos da expressão gênica de pró-insulina-1 em ilhotas 

pancreáticas de NOD não diabéticos com adição de estaurosporina em cultura 

(n=5 para cada grupo).  Observou-se diminuição da expressão de pró-insulina 

à partir de 30 minutos em culturas tratadas com GM1 25uM, GM1 60uM e 

NGF. 

 

Os resultados estão expressos por média e desvio padrão (*p<0,05 – Mann-

Whitney). 
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Tabela 4- Dados da expressão gênica de pró-insulina-1 em ilhotas pancreáticas isoladas de 

camundongos NOD. Os resultados estão expressos por média e desvio padrão 

(*p<0,05 – Mann-Whitney) 

 

  

Avaliação da concentração das citocinas em sobrenadante de ilhotas pancreáticas em 

cultura 

Para avaliarmos o efeito do tratamento com o gangliosídeo GM1 e do 

tratamento com NGF em sobrenadante de ilhotas isoladas em cultura de NOD não 

diabéticos de 4 a 6 semanas de vida, com glicemias entre 80 e 100mg/dL; pré-diabéticos 

com idades à partir de 12 semanas de vida e com glicemias entre 100 e 150 mg/dL e de 

sobrenadantes de ilhotas pancreáticas em cultura de camundongo NOD não diabético, 

incubadas com estaurosporina (incluindo os controles) 1(uma) hora antes de serem tratadas 

com NGF e GM1, procedemos a quantificação das citocinas IL-1β, IL-12, INF-γ, TNF-α e 

insulina, pelo método enzimático (ELISA). Os resultados estão expressos com média e 

desvio padrão (* p<0,05 – Mann-Whitney) e apresentados a seguir: 

Tratamento Controle 60 min Controle 90 min Controle 3Horas Controle 6Horas 

GM1 25uM 70 + 14 44 + 1* 74 + 24 52 + 5* 71 + 20 43 + 3* 73 + 20 20 + 5* 

Pré-Diabético 61 + 11 130 + 1* 63 + 17 51 + 5 62 + 18 74 + 1 61 + 16 99 + 2* 

GM1 60uM 70+ 14 36 + 2* 74 + 24 8 + 2* 71 + 20 29 + 2* 73 + 20 8 + 2* 

Pré-Diabético 61 + 11 23 + 1* 63 + 17 35 + 1 62 + 18 12 + 2* 61+ 16 42 + 3 

NGF 70 + 14 16 + 2* 74 + 24 22 + 2* 71 + 20 27 + 2* 73 + 20 15 + 2* 

Pré-Diabético 61 + 11 39 + 1 63 + 17 17 + 2* 62 + 18 48 + 2 61+ 16 72 + 2 

Estaurosporina Controle 30 min Controle 60 min Controle 90 min Controle 3Horas 

GM1 25uM 71 + 26 8 + 2* 71+ 24 24 + 1* 68 + 20 20 + 2* 68 + 20 15 + 1* 

GM1 60uM 71 + 26 17 + 2* 71+ 24 17 + 2* 68 + 20 6 + 2* 68 + 20 32 + 2* 

NGF 71 + 26 12 + 2* 71+ 24 17 + 2* 68 + 20 43 + 2* 68 + 20 18 + 3* 



Avaliação do tratamento com GM1 25uM, GM1 60uM e NGF sobre a concentração 

da citocina IL-1β em sobrenadante de ilhotas pancreáticas em cultura de 

camundongos NOD  

 

Figura 6- Gráficos representativos da concentração da citocina IL-1β em sobrenadante de 

ilhotas pancreáticas de NOD não diabéticos em cultura (n=4 para cada grupo), 

tratadas com GM1 25uM, GM1 60uM e NGF.  Observou-se aumento da 

concentração de IL-1β no período de 90 minutos em culturas tratadas com  

GM1 25uM e GM1 60uM, enquanto que em culturas tratadas com NGF não 

houve diferença significativa na concentração de IL-1β.  

 

Figura 6a- Gráficos representativos da concentração da citocina IL-1β em sobrenadante de 

ilhotas pancreáticas de NOD pré-diabéticos em cultura (n=4 para cada grupo). 

Observou-se aumento da concentração de IL-1β no período de 6 horas em 

culturas tratadas com GM1 25uM. Em culturas tratadas com GM1 60uM houve 

aumento da concentração no período de 3H e 6H de tratamento, enquanto que 

em culturas tratadas com NGF não houve diferença significativa na 

concentração de IL-1β.  

 

Figura 6b- Gráficos representativos da concentração da citocina IL-1β em sobrenadante de 

ilhotas pancreáticas de NOD não diabéticos, com adição de estaurosporina em 

cultura (n=4 para cada grupo). Nas culturas tratadas com NGF, observou-se 

aumento na concentração de IL-1β no período de 90 minutos de tratamento, 

enquanto que em culturas tratadas com GM1 25uM e GM1 60uM não houve 

diferença significativa da concentração entre os períodos tratados. 

 

Os resultados estão expressos por média e desvio padrão (*p<0,05 – Mann-

Whitney). 
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Tabela 5- Dados da expressão da citocina IL-1β em sobrenadante de ilhotas pancreáticas 

de camundongos NOD em cultura. Os resultados estão expressos por média e 

desvio padrão (*p<0,05 – Mann-Whitney). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tratamento Controle 60 min Controle 90 min Controle 3Horas Controle 6Horas 

GM1 25uM 21+ 5 33 + 2 22 + 5 85 + 1* 22 + 5 25 + 0,5 22 + 5 24 + 2 

Pré-Diabético 24 + 5 25 + 0,5 22 + 5 18 + 0,5 23 + 5 25 + 0,5 21 + 5 39 + 1* 

GM1 60uM 21+ 5 24 + 3 22 + 5 44 + 1* 22 + 5 23 + 1 22 + 5 31 + 2 

Pré-Diabético 24 + 5 15 + 1 22 + 5 13 + 1 23 + 5 52 + 6* 21 + 5 32 + 1* 

NGF 21+ 5 31 + 1 22 + 5 21 + 1 22 + 5 27 + 3 22 + 5 25 + 3 

Pré-Diabético 24 + 5 15 + 1 22 + 5 15 + 1 23 + 5 15 + 1 21 + 5 17 + 1 

Estaurosporina Controle 30 min Controle 60 min Controle 90 min Controle 3Horas 

GM1 25uM 18 + 5 23 + 2 17 + 5 23 + 3 16 + 5 16 + 0,5 17 + 4 23 + 3 

GM1 60uM 18 + 5 25 + 1 17 + 5 24 + 1 16 + 5 14 + 1 17 + 4 24 + 1 

NGF 18 + 5 23 + 2 17 + 5 23 + 4 16 + 5 37 + 2* 17 + 4 22 + 1 



Avaliação do tratamento com GM1 25uM, GM1 60uM e NGF sobre a concentração 

da citocina IL-12 em sobrenadante de  ilhotas pancreáticas de camundongos NOD em 

cultura  

 

Figura 7- Gráficos representativos da concentração da citocina IL-12 em sobrenadante de 

ilhotas pancreáticas de NOD não diabéticos em cultura (n=4 para cada grupo), 

tratadas com GM1 25uM, GM1 60uM e NGF. Observou-se diminuição 

significativa da concentração de IL-12 à partir de 60 minutos em culturas 

tratadas com GM1 25uM, GM1 60uM e NGF. 

 

Figura 7a- Gráficos representativos da concentração da citocina IL-12 em sobrenadante de 

ilhotas pancreáticas de NOD pré-diabéticos (n=4 para cada grupo),  

tratadas com GM1 25uM, GM1 60uM e NGF. Observou-se diminuição 

significativa da concentração de IL-12 à partir de 60 minutos em culturas 

tratadas com GM1 25uM, GM1 60uM e NGF. 

 

Figura 7b- Gráficos representativos da concentração da citocina IL-12 em sobrenadante de 

ilhotas pancreáticas de NOD não diabéticos, com adição de estaurosporina em 

cultura (n=4 para cada grupo), tratadas com GM1 25uM, GM1 60uM e NGF. 

Observou-se diminuição significativa da concentração de IL-12 à partir de  

60 minutos em culturas tratadas com GM1 25uM, GM1 60uM e NGF. 

 

Os resultados estão expressos por média e desvio padrão (*p<0,05 – Mann-

Whitney). 
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Tabela 6- Dados da concentração da citocina IL-12 em sobrenadante de ilhotas 

pancreáticas de camundongos NOD em cultura. Os resultados estão expressos 

por média e desvio padrão (*p<0,05 – Mann-Whitney). 

Tratamento Controle 60 min Controle 90 min Controle 3Horas Controle 6Horas 

GM1 25uM 21+ 5 9 + 1* 22 + 5 15 + 1* 22 + 5 8 + 1* 22 + 5 6 + 1* 

Pré-Diabético 24 + 5 11 + 1* 22 + 5 11 + 0,5* 23 + 5 7,5 + 1* 21 + 5 13 + 1* 

GM1 60uM 21+ 5 6 + 1* 22 + 5 14 + 1* 22 + 5 6 + 2* 22 + 5 7 + 3* 

Pré-Diabético 24 + 5 2 + 1* 22 + 5 1 + 0,5* 23 + 5 7,5 + 1 21 + 5 8 + 1* 

NGF 21+ 5 11 + 1* 22 + 5 13 + 1* 22 + 5 10 + 1* 22 + 5 9 + 1* 

Pré-Diabético 24 + 5 7 + 1* 22 + 5 1,6 + 0,1* 23 + 5 3,4 + 0,1* 21 + 5 4 + 0,5* 

Estaurosporina Controle 30 min Controle 60 min Controle 90 min Controle 3Horas 

GM1 25uM 18 + 5 6,5+0,5* 17 + 5 7 + 1* 16 + 5 7 + 0,5* 17 + 4 6,4 + 0,5* 

GM1 60uM 18 + 5 9 + 0,5* 17 + 5 7 + 0,5* 16 + 5 2,2 + 0,5* 17 + 4 7 + 0,5* 

NGF 18 + 5 6 + 1* 17 + 5 6 + 1* 16 + 5 5 + 0,5* 17 + 4 6 + 1* 



Avaliação do tratamento com GM1 25uM, GM1 60uM e NGF sobre a concentração  

da citocina IFN-γ em sobrenadantes de  ilhotas pancreáticas em cultura de 

camundongos NOD  

 

Figura 8- Gráficos representativos da concentração da citocina IFN-γ em sobrenadante de 

ilhotas pancreáticas de NOD não diabéticos em cultura (n=4 para cada grupo), 

tratadas com GM1 25uM, GM1 60uM e NGF. Não houve diferença significativa 

em relação ao controle na concentração de IFN-γ à partir de 60 minutos em 

culturas tratadas com GM1 25uM, GM1 60uM e NGF.  

 

Figura 8a- Gráficos representativos da concentração da citocina IFN-γ em sobrenadante de 

ilhotas pancreáticas de NOD pré-diabéticos em cultura (n=4 para cada grupo), 

tratadas com GM1 25uM, GM1 60uM e NGF. Observou-se aumento da 

concentração de IFN-γ à partir de 60 minutos em culturas tratadas com GM1 

25uM; enquanto que em culturas tratadas com GM1 60uM e NGF não houve 

diferença significativa na concentração de IFN-γ entre os períodos de 

tratamento em relação ao controle. 

 

Figura 8b- Gráficos representativos da concentração da citocina IFN-γ em sobrenadante de 

ilhotas pancreáticas de NOD não diabéticos, com adição de estaurosporina em 

cultura (n=4 para cada grupo), tratadas com GM1 25uM, GM1 60uM e NGF. 

Observou-se aumento da concentração da citocina IFN-γ no período de 90 

minutos em culturas tratadas com GM1 25uM, GM1 60uM e NGF.  

 

Os resultados estão expressos por média e desvio padrão (*p<0,05 – Mann-

Whitney). 
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Tabela 7- Dados da expressão da citocina IFN-γ em sobrenadantes de  ilhotas pancreáticas 

de camundongos NOD em cultura. Os resultados estão expressos por média e 

desvio padrão (*p<0,05 – Mann-Whitney). 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Tratamento Controle 60 min Controle 90 min Controle 3Horas Controle 6Horas 

GM1 25uM 21+ 5 19 + 1 22 + 5 10 + 1 22 + 5 19 + 2 22 + 5 17 + 1 

Pré-Diabético 24 + 5 76 + 4* 22 + 5 70 + 6* 23 + 5 122 + 6* 21 + 5 208 + 2* 

GM1 60uM 21+ 5 15 + 1 22 + 5 9 + 1 22 + 5 16 + 1 22 + 5 21 + 1 

Pré-Diabético 24 + 5 56 + 2 22 + 5 24 + 1 23 + 5 46 + 1 21 + 5 37 + 2 

NGF 21+ 5 20 + 2 22 + 5 15 + 1 22 + 5 20 + 1 22 + 5 17 + 2 

Pré-Diabético 24 + 5 44 + 2 22 + 5 64 + 2 23 + 5 58 + 1 21 + 5 59 + 2 

Estaurosporina Controle 30 min Controle 60 min Controle 90 min Controle 3Horas 

GM1 25uM 18 + 5 14 + 1 17 + 5 17 + 1 16 + 5 58 + 1* 17 + 4 15 + 2 

GM1 60uM 18 + 5 16 + 1 17 + 5 16 + 1 16 + 5 43 + 1* 17 + 4 14 + 2 

NGF 18 + 5 14 + 1 17 + 5 15 + 1 16 + 5 34 + 1* 17 + 4 15 + 1 



Avaliação do tratamento com GM1 25uM, GM1 60uM e NGF sobre a concentração 

da citocina TNF-α em sobrenadante de ilhotas de camundongos NOD em cultura  

 

Figura 9- Gráficos representativos da concentração da citocina TNF-α em sobrenadante de 

ilhotas pancreáticas de NOD não diabéticos em cultura (n=4 para cada grupo). 

Observou-se diminuição da concentração de TNF-α à partir de 60 minutos em 

culturas tratadas com GM1 25uM, GM1 60uM e NGF. 

 

Figura 9a- Gráficos representativos da concentração da citocina TNF-α em sobrenadante 

de ilhotas pancreáticas de NOD pré-diabéticos em cultura (n=4 para cada 

grupo). Observou-se aumento da concentração de TNF-α nos períodos de  

90 minutos e 6 horas e diminuição em 3 horas em culturas tratadas com  

GM1 25uM; diminuição da concentração de TNF-α à partir de 60 minutos em 

culturas tratadas com GM1 60uM e NGF . 

 

Figura 9b- Gráficos representativos da concentração da citocina TNF-α em sobrenadante 

de ilhotas pancreáticas de NOD não diabéticos, com adição de estaurosporina 

em cultura ( n=4 para cada grupo). Observou-se diminuição da concentração da 

citocina TNF-α à partir de 30 minutos em culturas tratadas com GM1 25uM; 

em culturas tratadas com GM1 60uM e NGF  houve diminuição da 

concentração da citocina TNF-α no período de  30 e 60 minutos e 3 horas e 

aumento da concentração em 90 minutos de tratamento em relação ao controle. 

 

Os resultados estão expressos por média e desvio padrão (*p<0,05 – Mann-

Whitney). 
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Tabela 8- Dados da concentração da citocina TNF-α em sobrenadante de ilhotas 

pancreáticas isoladas de camundongos NOD em cultura. Os resultados estão 

expressos por média e desvio padrão (*p<0,05 – Mann-Whitney). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tratamento Controle 60 min Controle 90 min Controle 3Horas Controle 6Horas 

GM1 25uM 21+ 5 12 +0,5* 22 + 5 8 + 1* 22 + 5 8 + 1* 22 + 5 8 + 2* 

Pré-Diabético 24 + 5 33 + 2 22 + 5 36 + 3* 23 + 5 14 + 2* 21 + 5 37 + 1* 

GM1 60uM 21+ 5 5 + 1* 22 + 5 4 + 1* 22 + 5 8 + 1* 22 + 5 11 + 1* 

Pré-Diabético 24 + 5 8 + 1* 22 + 5 7 + 1* 23 + 5 8 + 1* 21 + 5 10 + 3* 

NGF 21+ 5 9 + 1* 22 + 5 7 + 1* 22 + 5 6 + 1* 22 + 5 11 + 2* 

Pré-Diabético 24 + 5 14 + 1* 22 + 5 13 + 1* 23 + 5 12 + 1* 21 + 5 14 + 1* 

Estaurosporina Controle 30 min Controle 60 min Controle 90 min Controle 3Horas 

GM1 25uM 18 + 5 4 + 1* 17 + 5 5 + 1* 16 + 5 12 + 2 17 + 4 3 + 1* 

GM1 60uM 18 + 5 15 + 2 17 + 5 9 + 1* 16 + 5 34 + 2* 17 + 4 7 + 2* 

NGF 18 + 5 14 + 2 17 + 5 5 + 1* 16 + 5 34 + 2* 17 + 4 14 + 1 



Avaliação do tratamento com GM1 25uM, GM1 60uM e NGF sobre a concentração de 

insulina em sobrenadante de ilhotas isoladas de camundongos NOD em cultura  

 

Figura 10- Gráficos representativos da concentração de insulina em sobrenadante de 

ilhotas pancreáticas de NOD não diabéticos em cultura (n=4 para cada grupo). 

Observou-se aumento da concentração de insulina no período de 3 e 6 horas 

em culturas tratadas com GM1 25uM, em culturas tratadas com GM1 60uM 

houve aumento da concentração de insulina  nos períodos de 60 minutos,  

90 minutos e 3horas; enquanto que em culturas tratadas com NGF não houve 

diferença significativa na concentração de insulina  entre os períodos de 

tratamento.  

 

Figura 10a- Gráficos representativos da concentração de insulina em sobrenadante de 

ilhotas pancreáticas de NOD pré-diabéticos em cultura (n=4 para cada 

grupo). Observou-se aumento da concentração de TNF-α nos períodos de  

3 horas e 6 horas em culturas tratadas com GM1 60uM, enquanto que em 

culturas tratadas com GM1 25uM e NGF não houve diferença significativa 

na concentração de insulina entre os períodos de tratamento.  

 

Figura 10b- Gráficos representativos da concentração de insulina em sobrenadante de 

ilhotas pancreáticas de NOD não diabéticos, com adição de estaurosporina 

em cultura (n=4 para cada grupo). Observou-se maior aumento da 

concentração de insulina no período de 90 minutos em culturas tratadas com 

GM1 25uM e NGF, enquanto que em culturas tratadas com GM1 60uM não 

houve diferença significativa da concentração de insulina entre os períodos 

de tratamento.  

 

Os resultados estão expressos por média e desvio padrão (*p<0,05 – Mann-

Whitney). 
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Tabela 9- Dados da concentração de insulina em sobrenadante de ilhotas pancreáticas de 

camundongos NOD em cultura. Os resultados estão expressos por média e 

desvio padrão (*p<0,05 – Mann-Whitney). 

 

 

Imunofenotipificação 

Fotomicrografias representativas das ilhotas pancreáticas controle e tratadas 

com NGF, GM1 25uM e GM1 60uM de camundongos NOD não diabéticos e  

pré-diabéticos, marcadas com anticorpos NGF-β, GM1 e TrkA.  Aumento de 200x para 

cada fotomicrografia.  

 

 

 

 

Tratamento Controle 60 min Controle 90 min Controle 3Horas Controle 6Horas 

GM1 25uM 21+ 5 45 + 9 22 + 5 35 + 5 22 + 5 204 + 24* 22 + 5 70 + 13* 

Pré-Diabético 24 + 5 11 + 1 22 + 5 12 + 0,5 23 + 5 28 + 2,5 21 + 5 13 + 2 

GM1 60uM 21+ 5 80 + 6* 22 + 5 128 + 26* 22 + 5 70 + 18* 22 + 5 24 + 3 

Pré-Diabético 24 + 5 25 + 3 22 + 5 16,5 + 1,5 23 + 5 87 + 10* 21 + 5 74 + 5* 

NGF 21+ 5 27 + 9 22 + 5 20 + 2 22 + 5 19 + 5 22 + 5 28 + 2 

Pré-Diabético 24 + 5 15 + 4 22 + 5 14 + 1 23 + 5 25 + 2 21 + 5 17 + 4 

Estaurosporina Controle 30 min Controle 60 min Controle 90 min Controle 3Horas 

GM1 25uM 18 + 5 48 + 3 17 + 5 24 + 4 16 + 5 127 + 19* 17 + 4 37 + 3 

GM1 60uM 18 + 5 16 + 1 17 + 5 13 + 2 16 + 5 32 + 6 17 + 4 36 + 7 

NGF 18 + 5 26 + 6 17 + 5 23 + 2 16 + 5 89 + 9* 17 + 4 25 + 5 



Prancha I- A imunofluorescência de ilhotas pancreáticas de camundongos NOD não 

diabéticos tratadas com NGF, demonstrou maior intensidade da marcação 

com NGF em 90 minutos e 6 horas de tratamento; maior intensidade da 

marcação com GM1 em 90 minutos de tratamento e maior intensidade na 

marcação com TrkA em  60 minutos e 3 horas de tratamento. Os resultados 

estão expressos por média e desvio padrão (*p<0,05), com n=4 para cada 

marcação, incluindo o controle. Os valores estão em Unidades Arbitrárias 

(x106). 
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Prancha II- Ilhotas pancreáticas de camundongos NOD não diabéticos tratadas com GM1 

25uM, demonstrou maior intensidade na marcação com GM1 em 90 minutos e 

na intensidade de marcação com NGF e TrkA não houve diferença 

significativa em comparação com o controle em todos os tempos de 

tratamento. Os resultados estão expressos por média e desvio padrão 

(*p<0,05), com n=4 para cada marcação, incluindo o controle. Os valores 

estão em Unidades Arbitrárias (x106). 
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Prancha III- Ilhotas pancreáticas de camundongos NOD não diabéticos tratadas com GM1 

60uM, demonstrou maior intensidade da marcação com NGF em 60 minutos 

de tratamento comparado ao controle; maior intensidade da marcação com 

GM1 à partir de 90 minutos de tratamento e maior intensidade na marcação 

com TrkA `a partir de 90 minutos de tratamento. Os resultados estão 

expressos por média e desvio padrão (*p<0,05), com n=4 para cada 

marcação, incluindo o controle. Os valores estão em Unidades Arbitrárias 

(x106). 
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Prancha IV- Na imunofluorescência de ilhotas pancreáticas de camundongos NOD  

pré-diabéticos tratadas com NGF, mostrou que em todos os tempos de 

tratamento apresentaram intensidade de marcação com NGF e TrkA menores 

que o controle; enquanto que na intensidade de marcação com GM1 foi maior 

em 60 minutos de tratamento. Os resultados estão expressos por média e 

desvio padrão (*p<0,05), com n=4 para cada marcação, incluindo o controle. 

Os valores estão em Unidades Arbitrárias (x106). 
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Prancha V- Ilhotas pancreáticas de camundongos NOD pré-diabéticos tratadas com GM1 

25uM, mostrou intensidade de marcação com NGF em todos os tempos de 

tratamento menores que o controle; na marcação com GM1 houve maior 

intensidade em 6 horas de tratamento e na marcação com TrkA maior 

intensidade em 3 horas de tratamento. Os resultados estão expressos por média 

e desvio padrão (*p<0,05), com n=4 para cada marcação, incluindo o controle. 

Os valores estão em Unidades Arbitrárias (x106). 
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Prancha VI- Ilhotas pancreáticas de camundongos NOD pré-diabéticos tratadas com GM1 

60uM, mostrou que todos os tempos de tratamento apresentaram intensidade 

de marcação com NGF, GM1 e TrkA menores que o controle. Os resultados 

estão expressos por média e desvio padrão (*p<0,05), com n=4 para cada 

marcação, incluindo o controle. Os valores estão em Unidades Arbitrárias 

(x106). 
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Estudos anteriores demonstraram que o gangliosídeo GM1 exerce atividade 

neurotrófica similar ao NGF extracelular induzindo intracelularmente autofosforilação de 

tirosina quinases, principalmente TrkA (Rabin e Mochetti.,1995 [78]. Fatores de 

crescimento como insulina e fator de crescimento neuronal (NGF) ligam-se ao receptor 

tirosina quinase [104].  A presença do (TrkA) receptor de alta afinidade para NGF tem sido 

descrito em células de insulinoma, bem como em células β. A síntese e secreção de NGF 

pelas células β em resposta ao aumento da concentração de glicose extracelular é exercida 

por NGF no pâncreas [105].  

Diabetes mellitus é uma doença de origem autoimune, que em humanos é um 

processo dependente de insulina; com células imunes infiltrativas nas ilhotas de 

Langerhans, como insulite, levando a destruição de células β [106]. 

O tratamento com 100ug de NGF e gangliosídeo GM1 nas concentrações de 

25uM e 60uM em ilhotas pancreáticas de camundongos fêmeas NOD não diabéticos com 

idades de 4 a 6 semanas de vida e NOD pré-diabéticos com glicemia acima de 100 mg/dL, 

teve como objetivo avaliar a ação  imunomodulatória do gangliosídeo GM1 e da 

neurotrofina NGF  sobre a evolução do DM-1, analisando a expressão gênica de NGF, 

tirosina quinase A (TrkA) e pró-insulina-1, bem como a concentração de citocinas 

moduladoras e imunofenotipificação destas ilhotas marcadas com NGF, TrkA e GM1.  

Em nossos estudos analisamos se a imunomodulação de GM1 em ilhotas pancreáticas é 

similar a de NGF e se estes ativam similarmente a ativação de TrkA. 

Em nossos estudos o peso dos camundongos NOD fêmea não variou conforme 

a evolução da idade e nem com o aumento de glicemia por volta de 150mg/dL, 

considerados pré-diabéticos. Estes valores de glicemia são apresentados por animais com 

idade de 10 a 14 semanas de vida e nesta fase há uma progressão da insulite nas ilhotas 

pancreáticas. No camundongo NOD a insulite inicia na 4ª semana de vida com progressão 

de células inflamatórias e infiltrativas levando à destruição das células β nas ilhotas 

pancreáticas [4, 98, 99, 107].  
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Camundongos NOD diabéticos, com glicemias acima de 200 mg/dL, possuem 

um número reduzido de ilhotas pancreáticas, média de 1(uma) ilhota pancreática por animal 

devido a insulite, portanto não foi possível realizar este estudo com este grupo de animais, 

as ilhotas não eram suficientes para serem analisadas na cultura. 

A atividade ATPse pelos canais de sódio, potássio e cálcio regulam a secreção 

de insulina; principalmente quando cálcio é bloqueado, o qual inibe a secreção de insulina 

em células β. A secreção de insulina em células β pancreáticas são mediados pela ativação 

do receptor TrkA  pelo NGF. Células β são precurssoras de ilhotas pancreáticas e se 

comportam como os neurônios, expressando moléculas específicas como tirosina 

hidroxilase ou dopamina β-hidroxilase estas células são eletricamente excitáveis como os 

neurônios, envolvendo despolarização celular. Uma das maiores descobertas de estudos 

envolvendo crescimento de células β em condições de cultura in vitro é a possibilidade de 

analisar os fatores de crescimento como NGF [57].  

llhotas pancreáticas de camundongos NOD não diabéticos, evidenciaram maior 

expressão gênica de NGF em 90 minutos com o tratamento de GM1 25uM, GM1 60uM e  

NGF, na expressão gênica de TrkA em 3 horas de tratamento com GM1 25uM;  

enquanto que na expressão gênica de pró-insulina-1 é menor em todos os tempos de 

tratamento com GM1 25uM, GM1 60uM e NGF; portanto GM1 comportou-se semelhante 

ao tratamento com NGF em cultura de ilhotas pancreáticas de NOD não diabéticos. 

Insulite é um processo inflamatório e infiltrativo com destruição de células β de 

ilhotas pancreáticas. Camundongos pré-diabéticos apresentam alto índice de secreção de 

insulina em suas ilhotas pancreáticas [108]. Estudos mostraram que a infiltração de células 

mononucleares quando expressas pelo DNA nas ilhotas pancreáticas de camundongos, 

diminuem a liberação de insulina [109]. Isoformas de pró-insulina-1 são expressas em 

células β nas ilhotas pancreáticas; enquanto a pró-insulina-2 é expressa no timo [110, 111]. 

Em nossos estudos utilizamos a pró-insulina-1, pois foi relevante nos estudos de variação 

de insulina em ilhotas pancreáticas de camundongos NOD. 

Observamos que a expressão gênica de NGF no tratamento de cultura de ilhotas 

pancreáticas em camundongos NOD pré-diabéticos com GM1 60uM foi maior em  

90 minutos de tratamento e com o tratamento de NGF a expressão gênica foi maior em  
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60 minutos, entretanto na expressão gênica de TrkA ilhotas pancreáticas tratadas com GM1 

60uM foi maior em 60 minutos, enquanto que com o tratamento de NGF a expressão gênica 

de TrkA foi maior à partir de 90 minutos; enquanto que na expressão gênica de  

pró-insulina-1 é maior em 60 minutos e 6 horas de tratamento com GM1 25uM.   

GM1 60 uM comportou-se semelhante ao tratamento com NGF em cultura de ilhotas 

pancreáticas de NOD pré-diabéticos.  

Ações biológicas de NGF são mediados por meio de dois tipos específicos de 

receptores com afinidades distintas: o receptor de neurotrofina p75 de baixa afinidade e 

pelo receptor tirosina quinase TrkA de alta afinidade [112]. NGF secretado pelas células β é 

também um regulador de sobrevivência e preservador da biossíntese e secreção de insulina. 

Análises de subpopulações funcionais de células β que sobreviveram devido ao NGF, 

demonstraram que subpopulações desaparecem quando a via de NGF é bloqueada [72]. 

Estaurosporina é um inibidor específico capaz de induzir per se um evento de 

apoptose da célula; é um inibidor preferencial de tirosina quinase que apresentam sinais de 

citotoxidade em concentrações acima de 70uM e abaixo de 50uM tem efeito de protetor 

quando associado ao gangliosídeo GM1 [93, 113]. Como a inibição pela estaurosporina é 

tardia, em nossos estudos decidimos antecipar os tempos de bloqueio em 30 minutos 

diferentemente dos tempos de tratamento do protocolo de 24horas com GM1 25uM,  

GM1 60uM e NGF, que foram à partir de 60 minutos.  

Observamos que ilhotas pancreáticas de NOD não diabéticos, adicionadas de 

estaurosporina em cultura na expressão gênica de NGF foi maior com o tratamento de  

GM1 60uM à partir de 30 minutos e na expressão gênica de TrkA na concentração de  

GM1 60uM foi maior no tempo de 30 minutos, oposto aos tratamentos com GM1 25uM e 

NGF. A expressão gênica de pró-insulina-1 se comportou menor com relação ao controle 

em todos os tempos de tratamento com GM125uM, GM1 60uM e NGF. A estaurosporina 

não inibiu a expressão gênica de NGF e TrkA no tratamento com GM1 60uM,  

sugerindo que pode haver um desacoplamento pela dose ou atuar em outras vias,  

como a ceramida (esfingosina quinase)  em resposta a estaurosporina [113]. 
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As diferenças encontradas na expressão gênica entre as concentrações de GM1 

reforçam a hipótese de que as propriedades modulatórias  dos gangliosídeos são tempo e 

dose dependentes. 

A participação de citocinas IL-1β, IL-12, IFN-γ e TNF-α no processo de lesão e 

destruição de células β no modelo experimental de DM-1 autoimune estão bem 

fundamentados [27, 33, 38]. Baseados nestas considerações, analisamos a concentração de 

citocinas em sobrenadantes de cultura de ilhotas pancreáticas isoladas de camundongos 

NOD não diabéticos e pré-diabéticos, através de dosagens imunoenzimáticas (ELISA) 

realizadas para averiguar os efeitos de GM1 e NGF sobre as citocinas. 

Estudos em NOD [106, 114] sugerem que a resposta autoimune é mediada por 

células T-helper (Th1). Interleucina 12 age como um fator de diferenciação sobre as células 

T CD4+, promovendo sua especialização em IFN-γ produzindo células com resposta Th1, 

com importante papel sobre as células β no diabetes mellitus. Experimentos in vitro tem 

demonstrado que IL-12 pode agir com IL-2 na proliferação de células natural killer (NK) e 

linfocinas ativadas por células killer e células T [106]. lL-12 estimula a produção de  

IFN-γ e TNF-α por células T e NK e redução de IL-4 mediados pelo IFN-γ  [115, 116]. 

IL-1β, IFN-γ e TNF-α contribuem para o estágio inicial de destruição 

autoimune de células β pancreáticas. IL-1β é responsável pela ativação de macrófagos 

residentes dentro das ilhotas e possui ação citotóxica na estimulação da produção de óxido 

nítrico (NO) dando início à apoptose [114]. Macrófagos e linfócitos T são as primeiras 

células que aparecem durante o desenvolvimento de diabetes autoimune em ilhotas 

pancreáticas. Tem sido sugerido a liberação de citocinas pelos monócitos e macrófagos 

incluindo IL-1β, IL-12 e TNF-α e estes podem estar presentes nas células β [117, 118]. 

Estudos em pâncreas com insulite [117, 118] sobre a expressão gênica de 

citocinas de NOD e ratos BB, tem demonstrado aumento de IL-1 e TNF-α em células 

monocítica/macrófago infiltrando a ilhota. IL-1β e TNF-α tem um efeito citotóxico sobre as 

células β das ilhotas inibindo a secreção de insulina in vitro, enquanto que IL-12 tem um 

importante papel imunoregulatório na iniciação do processo autoimune pelos linfócitos T 

helper 1 (Th1) incluindo produção IFN-γ e TNF-α [117, 118]. O IFN- γ é produzido não 
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apenas pelas células Th1 CD4+,mas por CD8+ (células citotóxicas T e células NK).  

Assim, citocinas tipo 1 (IL-12, IL-2, TNF-β e IFN-γ) primeiramente estimulam células 

mediadoras de imunidade e IFN-α e TNF-α são citocinas pró-inflamatórias [32, 119]. 

A lesão causada pela insulite destroem as células β quando as citocinas  

tipo 1 (IFN-γ, IL-2 e TNF-β) produzidas por leucócitos infiltrados na ilhota provocam um 

desequilíbrio sobre as citocinas tipo 2 ( IL-4 e IL-10) [32, 118, 120]. Citocinas como IFN-γ, 

IL-1, TNF-α e TNF-β são citotóxicas para ilhotas pancreáticas in vitro, estas citocinas 

individualmente inibem a síntese de secreção de insulina e em conjunto levam a destruição 

das células β [121]. 

Observamos que a  concentração da citocina IL-1β foi maior no tratamento com  

GM1 25uM e GM1 60uM  em 90 minutos de tratamento em culturas de ilhotas pancreáticas 

de camundongos NOD  não diabéticos e em 3 e 6 horas em culturas de ilhotas pancreáticas 

de NOD pré-diabéticos.  

A principal função da IL-1, semelhante ao TNF é mediar a resposta 

inflamatória do hospedeiro na imunidade inata. A produção de IL-1 pelos fagócitos 

mononucleares pode ser desencadeada por citocinas derivadas de macrófagos como no caso 

o TNF ou pelo contato com as células CD4+. Estudos sugerem que a resposta autoimune 

direcionada contra células β da ilhota de Langerhans é mediada por linfócitos Th1 

responsáveis pela produção de citocinas pró-inflamatórias na fase efetora da insulite no 

camundongo NOD [34, 38].  Uma variedade de citocinas é encontrada na lesão pancreática 

deste modelo experimental correlacionando com a insulite destrutiva e com a expressão de 

citocinas pró-inflamatórias Th1 (IL-1β, TNF-α, IFN-γ e IL-12). Por outro lado,  

citocinas Th3 (TGF-β) podem regular o processo inflamatório autoimune. [100, 122, 123]. 

Níveis diminuídos de IL-12 em nossos resultados, sugerem participação do 

NGF e de GM1 na modulação das citocinas inflamatórias caracterizando a resposta Th1 em 

camundongos não diabéticos e pré-diabéticos. 

Observamos que a concentração de IFN-γ foi maior à partir de 60 minutos com 

o tratamento de GM1 25uM em sobrenadantes de ilhotas de NOD pré-diabéticos e em  

90 minutos com o tratamento de GM1 25uM, GM1 60uM e NGF em sobrenadantes de 

ilhotas pancreáticas de camundongos NOD não diabéticos adicionados de estaurosporina 

em cultura. 
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A mais importante citocina produzida pelas células Th1 é o IFN-γ. A principal 

função efetora das células Th1 é a defesa contra as infecções mediadas pelos fagócitos;  

é produzido pelas células T CD4+ e CD8+  ativadas e pelas células NK. IFN-γ sintetiza 

TNF-α e IL-1 que são moléculas efetoras em camundongos. IL-12 é importante na fase 

inicial da resposta Th1, pois induz IFN-γ [100, 122, 123].  

Observamos que a concentração de TNF-α foi maior à partir de 60 minutos com 

o tratamento de GM1 25uM em sobrenadantes de ilhotas de NOD pré-diabéticos e em  

90 minutos com o tratamento de GM1 60uM e NGF em sobrenadantes de ilhotas 

pancreáticas de camundongos NOD não diabéticos adicionados de estaurosporina em 

cultura. 

Considerando a análise da expressão de citocinas IL-1β, IL-12, IFN-γ e TNF-α 

em ilhotas pancreáticas de camundongos NOD não diabéticos e pré-diabéticos,  

os resultados apresentados demonstraram que a expressão destas citocinas no grupo de 

tratamento com NGF eram semelhantes ao grupo de tratamento com GM1.  

Na concentração das citocinas IFN-γ e TNF-α houve maior expressão de GM1 25uM em 

camundongos pré-diabéticos. 

Desde a descoberta do camundongo NOD estão sendo estudados quais são os 

tipos de células infiltrativas nas ilhotas pancreáticas e a suscetibilidade dos genes que 

levam ao diabetes mellitus [124]. A baixa liberação de insulina observada durante o 

desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 1 e tipo 2 tem sido associado com a intolerância 

a glicose. Estudos verificaram que este processo ocorre quando há insulite, envolvendo as 

células β em ilhotas pancreáticas de diabéticos [109].  

Observamos que a concentração de insulina em sobrenadantes de ilhotas 

pancreáticas aumentou nos tratamentos com GM1 25uM e GM1 60uM em camundongos 

NOD não diabéticos, em NOD pré-diabéticos a concentração de insulina aumentou no 

tratamento com GM1 60uM e aumentou nos tratamentos com GM1 25uM e NGF em 

ilhotas pancreáticas adicionadas de estaurosporina em cultura em NOD não diabéticos. 

Portanto, ilhotas tratadas com GM1 aumentam a liberação de insulina. 
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Tratamentos de células β com NGF ou dbcAMP (dibutil AMP cíclico)  

induzem ao aumento nos níveis de mRNA de TrkA. Níveis mais elevados de mRNA de 

TrkA foram observados quando as células foram tratadas com NGF junto com dbcAMP.  

O aumento na expressão de mRNA de TrkA dbc AMP em células tratadas sugere que um 

maior número de receptores de membrana para NGF esteja presentes nestas células.  

Isto poderia explicar que mais células sensíveis a ação do NGF tem interação entre os 

receptores de NGF. Prolongadas exposições ao NGF induziu um aumento de mRNA de 

TrkA em células PC12 e em neurônios colinérgicos, onde NGF tem um papel crítico na 

expressão do gene de TrkA. Estes estudos demonstraram que o aumento da afinidade para o 

NGF talvez expressa mais células sensitivas a ação do NGF (Rosenbaum et al.,1998) [104]. 

A função e sobrevivência das células β dependem fortemente de nutrientes e de 

fatores de crescimento, como glicose e NGF, respectivamente. A interação desses 

nutrientes e fatores de crescimento promove o crescimento e manutenção destas células por 

meio de mecanismos ainda não elucidados [125]. A sinalização de NGF via TrkA,  

seu receptor de alta afinidade, possui um importante papel na proliferação e sobrevivência 

de células β [57, 71, 126]. Sabe-se que em células neuronais, os efeitos de neurotrofinas 

podem ser reproduzidos pelo gangliosídeo GM1, embora as neurotrofinas sejam 

farmacologicamente mais potentes. As propriedades neuroprotetoras do GM1 são 

semelhantes às neurotrofinas e por esta razão, seus mecanismos de ação são similares 

[127]. 

Neste contexto, nos ensaios de imunofluorescência, verificamos que ilhotas 

pancreáticas de camundongos NOD não diabéticos e pré-diabéticos tratados com GM1 

25uM, GM1 60uM e NGF expressam marcação para NGF, GM1 e TrkA de maneira 

semelhante ao tempo de expressão gênica observados neste trabalho. 

Mallei et al., 2004 [128] expuseram células NIH-3T3 que expressam receptores 

de TrkA a seu respectivo ligante NGF e a GM1, conhecido por ativar este receptor.  

A síntese de NGF foi então determinada em nível gênico e protéico. Estes autores 

verificaram que o GM1 aumentou de maneira tempo-dependente a expressão gênica e os 

níveis protéicos de NGF. Interessantemente, outros autores demonstraram que GM1 

também aumenta os níveis de RNAm de NGF in vivo, em cérebro de ratos, indicando que 

os efeitos deste gangliosíideo não ocorrem somente em linhagens celulares in vitro [129]. 
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A similaridade entre os resultados da imunofenotipificação com a expressão 

gênica de ilhotas pancreáticas tratadas com GM1 25uM e GM1 60uM em camundongos 

não diabéticos e pré-diabéticos nos leva a observar que GM1 é tempo e dose dependente na 

expressão de receptores em cultura de ilhotas pancreáticas. 

Nossos resultados demonstraram que a ação de GM1 em ilhotas pancreáticas de 

camundongos NOD não diabéticos e pré-diabéticos, é semelhante a de NGF e estes ativam 

similarmente a expressão gênica de NGF, seu receptor TrkA e insulina e a modulação das 

citocinas inflamatórias, caracterizando a resposta Th1, sugerindo a liberação da insulina de 

maneira a proteger as células β nos processos inflamatórios e infiltrativos que ocorrem nas 

ilhotas pancreáticas. 
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A partir dos resultados obtidos neste trabalho podemos concluir que: 

- Em ilhotas pancreáticas isoladas em cultura de camundongos NOD não diabéticos: 

• GM1 e NGF diminuem a expressão gênica de pró-insulina-1; 

• A estaurosporina não inibiu a expressão gênica de NGF e TrkA no tratamento com 

GM1 60uM.  

- Em ilhotas pancreáticas isoladas em cultura de camundongos NOD pré-diabéticos: 

• GM1 aumenta a concentração das citocinas IL-1β, IFN-γ e TNF-α em sobrenadantes de 

ilhotas isoladas. 

- Em ilhotas pancreáticas isoladas em cultura de camundongos NOD não diabéticos e  

pré-diabéticos: 

1- Nossos resultados reforçam que a ação de GM1 é semelhante ao de NGF; 

2- NGF e GM1 aumentam a expressão gênica de NGF e seu receptor de alta afinidade 

(TrkA); 

3- GM1 aumentam a concentração de IL-1β e diminuem a concentração da citocina 

inflamatória IL-12 em sobrenadantes de ilhotas isoladas; 

4- Quando tratadas com GM1, a liberação de insulina aumenta; 

5- Ação de GM1 é tempo e dose dependente na expressão gênica de NGF, TrkA e  

pró-insulina-1 e na ação das citocinas inflamatórias e insulina em cultura de ilhotas 

pancreáticas. 
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