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RESUMO




O camundongo nao obeso diabético (NOD) ¢ caracterizado por desenvolver naturalmente
diabetes mellitus tipo 1 (DM-1) com similaridade ao diabetes mellitus tipo 1 em humanos.
A manifesta¢do espontinea do diabetes neste modelo animal ¢ caracterizado por infiltragdo
progressiva das ilhotas de Langerhans por células mononucleares linfécitos T (CD4+
e CD8+) e destruicdo das células B pancredticas produtoras de insulina. O fator de
crescimento neural (NGF) e algumas citocinas estdo associados a regeneracdo neural,
além de atuarem sobre células do sistema imune. Em adicdo a estes efeitos, NGF age na
liberacdo de insulina pelas células betas das ilhotas pancreaticas, tornando-se foco de
interesse com relag@o as suas propriedades moduladoras no processo inflamatorio na ilhota
pancredtica. O gangliosideo GM1 liga-se ao receptor de alta afinidade (TrkA) do NGF-B,
mimetizando seus efeitos. No presente trabalho, avaliamos a acdo modulatoria de GMI1 e
NGF em cultura de ilhotas pancreaticas, provenientes de camundongos NOD.
Foram avaliados por meio de RT-PCR a expressao génica de NGF-3, TrkA e insulina e,
por ensaio imunoenzimatico, a concentragdo de citocinas IL-1pB, IL-12, TNF-a, INF-y e
insulina. Nossos resultados sugerem a¢do moduladora similar entre GM1 e NGF sobre as
ilhotas de NOD ndo diabéticos e pré-diabéticos. NGF e GMI aumentam a expressiao
génica de NGF e TrkA e diminuem a expressao génica de insulina em NOD nao diabéticos
e pré-diabéticos. Além disso, aumentam a liberagdo de insulina e diminui a de citocinas

inflamatorias IL-1p, IL-12, TNF-a, IFN-y que caracterizam a resposta Thl.

Resumo
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ABSTRACT




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 B-cells
producers of insulin. One consequence of this effect, is the release of neurotrophins trying
modulate the insulin release by the P 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-B, 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-f, TrkA and insulin for immune enzymatic assay, the concentration of
cytokines IL-1pB, IL-12, TNF-a, IFN-y 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 ¢ definido como uma doenga metabolica de multipla
etiologia caracterizada por hiperglicemia cronica, que afeta o metabolismo de carboidratos,
lipideos e proteinas [1], resultante do déficit de producdo e/ou agdo da insulina.
Considerando-se as caracteristicas etiologicas do diabetes mellitus e seus mecanismos
desencadeantes, essa doenca ¢ classificada em dois tipos: diabetes tipo 1A: autoimune e 1B:

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

O inicio do DM-1 autoimune ¢ na maior parte das vezes, agudo, acometendo
mais freqiientemente criangas e adolescentes [3]. Nessa doenga ¢ observada infiltragdo
mononuclear progressiva nas ilhotas pancreaticas com destruicdo seletiva de células 3
produtoras de insulina, resultando na deficiéncia desse hormoénio. Outras células
pancreaticas do sistema endocrino, como as produtoras de glucagon (células o) ou

somatostatina (células d) nao sao afetadas. [4].

Diversas evidéncias 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 sdo detectados precocemente antes da manifestagao clinica
do diabetes e sdo considerados marcadores imunologicos do DM-1 sem efeito patogénico

direto [6].

Enfatizando-se o conceito do DM-1 ser classificada como doenca autoimune,
com seletiva destruicdo das células B das ilhotas pancreaticas e presenca de clones
autoreativos de linfocitos T, pode-se presumir que o processo autoimune seria decorrente
de deficiéncia de linfocitos a determinados constituintes da célula. Entretanto, admite-se
que outros mecanismos imunopatogénicos possam estar envolvidos, tornando seu
entendimento complexo. Estudos do DM-1 autoimune em modelos animais experimentais,
fortalecem a hipdtese da ocorréncia de desequilibrio entre sub-populagdes e células T

efetoras [7, 8].

DM-2 ¢ a forma mais comum de diabetes e ¢ caracterizada por alteracdo na
acdo e secrecdo de insulina, com uma maior contribui¢do para resisténcia a insulina. Esta

forma de diabetes ¢ freqiiente em jovens e adultos, com predisposicdo genética, a maioria
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dos pacientes sao obesos, com niveis de insulina e de glicose no sangue aumentados, assim
a secre¢do de insulina ¢ insuficiente para compensar a resisténcia a insulina. O risco de
desenvolver DM-2 aumenta com a idade; obesidade, pré-disposicdo genética e pouca

atividade fisica sdo as causas mais freqiientes desta doenca[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 aquele observado em humanos. A linhagem de camundongos NOD
inicialmente desenvolvida no Japao foi estabelecida em diversos centros de pesquisa do
mundo [10], apds o cruzamento de uma sublinhagem CTS (propensa a catarata) com
linhagem ndo consangiiinea ICR. O primeiro relato de DM-1 espontaneo foi observado em
apenas um camundongo fémea e a partir de cruzamentos seletivos de sua prole, a linhagem
NOD isogénica foi estabelecida em 1980 no Laboratorio SHIONOGI ABURAHI como
modelo animal para o DM-1 [9].

A colonia NOD/Shi demonstrou prevaléncia de diabetes entre 70-80% para
fémeas e 20% para machos. O DM-1 clinico desenvolve-se entre a 16" ¢ 24" semanas de
vida, mais freqlientemente nas fémeas. A prevaléncia da doenca varia nas diversas colonias,
situando-se entre 50 e 90% nas fémeas e 0 e 20% nos machos [10]. No Brasil, a primeira
colonia 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 a linhagem que apresentava DM-1
espontdneo em 55% das fémeas e menos de 5% dos machos, ambos analisados com 25
semanas de idade. A colonia NOD estabelecida e mantida no centro de Bioterismo da
UNICAMP (CEMIB) em condigdes livres de patdégenos (SPF), apresenta prevaléncia de
diabetes entre 70-90% nas fémeas e de até 15% nos machos. Fatores ambientais como dieta

e exposicao a virus tém sido considerados como causa das diferencas de incidéncia.

A infiltragdo progressiva de células inflamatorias nas ilhotas pancreaticas
inicia-se com cerca de um més de vida, sendo esta fase considerada como pré-diabética. No

periodo pré-clinico podemos verificar a presenca sérica de anticorpos anti-ilhota

Introdugdo

38



pancreatica e anti-insulina endogena; além de alteracdes metabolicas como a deterioracao
da fase rapida de secre¢do insulinica [12]. Os camundongos NOD apresentam outras
manifestagdes autoimunes como sialite [13], anemia hemolitica [14], paratiroidite [15] e

tiroidite [16, 17].

A manifestacdo espontdnea do DM-1 neste modelo animal € caracterizada por
dois periodos: o primeiro por infiltracdo progressiva das ilhotas de Langerhans por células
mononucleares (inicialmente linfécitos T CD4+, e posteriormente linfécitos T CD8+), ou
insulite, que se inicia ao redor da quarta semana de vida; a segunda ¢ caracterizada pela
destrui¢do das células B produtoras de insulina e manifestacdo do diabetes [4]. Os linfocitos
T demonstram ter papel crucial no aparecimento do diabetes [18], onde a ineficiéncia de
eliminacdo de linfocitos reativos pode contribuir para o aparecimento das doencas
autoimunes [19]. Importante mecanismo envolvido na regulagdo do repertorio de células T
¢ a morte por apoptose [19-21], a qual se caracteriza por série ordenada de eventos que

ocorrem ao longo do tempo.

Além de linfocitos T subtipo Thl, que correspondem a maioria das células
mononucleares infiltradas no interior das ilhotas pancreéticas; linfocitos B, macréfagos e
células NK (natural killer) também estdo presentes [22]. Embora a maioria das células

infiltradas sejam linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+ sdao também observados [22].

No camundongo NOD, durante o desenvolvimento da doenca, linfocitos CD4+
e CD8+ exercem papel sinérgico, uma vez que o diabetes apenas se desenvolverd na
presenga de ambos os subtipos [22]. Portanto, linfocitos T CD4+ tém papel essencial, ndo
somente no inicio da insulite, como também na progressdo do diabetes, uma vez que sua
eliminagdo através da utilizagdo de anticorpos monoclonais anti-CD4+ pode suprimir a
insulite e, consequentemente, o aparecimento do diabetes no camundongo NOD. Linfécitos
CD4+ sao predominantemente observados na fase precoce da infiltragdo (perinsular), onde
sdo requeridos nos processos de expansdo clonal por meio da producdo de IL-2 e, dessa
forma, aumentando a ativagdo de linfocitos T CD8+ [22]. A proporgdo de linfocitos CD8+
no infiltrado de populacdo T cresce substancialmente com o tempo na destruicao das
células produtoras de insulina [23]. Entretanto, existem evidéncias do papel dos linfécitos

CD8+ na fase efetora final de patogénese do diabetes, independente da presenca de
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linfocitos T CD4+ [24, 25]. Dentre os mecanismos de destruicdo das ilhotas pancreaticas
estd a capacidade dos linfocitos CD8+ realizarem fungdes citotoxicas através da utilizacao
de granulos de perfurinas e granzimas bem como inducdo de apoptose através da interacao

Fas/Fas-L [26-28].

No camundongo NOD e em humanos, varios autoantigenos foram estudados,
mas somente o anticorpo anti-insulina (IAA) pode ser detectado com alta especificidade e
sensibilidade em ambas as espécies [3]. Os linfocitos T autoreativos demonstram ter papel
crucial no aparecimento do diabetes nesses animais [18] e a ineficiéncia de sua eliminacao
pode contribuir para a manifestagdo da doenca. Assim, observou-se que a prevencdo do
DM espontaneo no camundongo NOD pode ser obtida através da timectomia neonatal.
Além disso, em camundongos NOD/nude (atimicos), verifica-se reducdo da incidéncia de
insulite sem manifestagdo do diabetes. Complementando essas observacdes, trabalhos
prévios descreveram que a administracdo de imunossupressores com funcdo direcionada
preferencialmente para linfocitos T e administracdo de anticorpos anti-CD3+ [29] sdo

capazes de suprimir a ocorréncia do DM autoimune espontaneo [22, 30, 31].

Muitos estudos tém demonstrado que o DM-1 pode ser induzido através da
transferéncia de células recém isoladas de bago de camundongos NOD diabéticos para
camundongos NODs jovens nao diabéticos, NODs irradiados e camundongos NOD-SCID,

os quais ndo desenvolvem diabetes [22].

No conjunto, essas observacdes envolvendo a participacdo do linfocito T na
insulite e na evolugdo do diabetes, tém reforgado direta ou indiretamente, a hipdtese da
etiologia autoimune. Contudo, apesar de experimentos envolvendo o camundongo NOD
fornecerem evidéncias do papel chave de substancias mediadoras da destrui¢do das células
B produzidas por linfocitos T CD4+ e CDS8+, ha presenga de mecanismos efetores finais

apoptéticos pelos quais essas células sdo destruidas.

Citocinas

A apresentacdo dos autoantigenos especificos das células  pancreéticas pelos
macrofagos, e/ou células dendriticas, para os linfocitos T CD4+ em associacdo as

moléculas de MHC de classe II é o primeiro passo para o desenvolvimento de auto-
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imunidade no DM-1. Os macrofagos ativados secretam IL-12 que estimulam linfocitos T
CD4+ tipo Thl a secretarem IL-12 e IFN-y. O IFN-y, por sua vez, ativa outros macrofagos

residuais a liberarem IL-1B, TNF-a e radicais livres toxicos para as células 3 [32].

A resposta imune é coordenada por linfocitos T auxiliares (Th-T helper) cujas
fungdes diferem de acordo com o estimulo antigénico e condigdes do micro ambiente, no
qual ocorre a resposta. Desta forma, os linfocitos Th sdo subdivididos nos fenotipos de
resposta Th1, caracterizados pela expressao local de citocinas especificas como IL-2, IFN-
vy e TNF- a. A resposta Thl, genericamente, manifesta-se nas doencas autoimunes
mediando a inflamacdo através da resposta imune celular, representada pelos linfocitos T
citotoxicos, "NK” e macrofagos. Por outro lado, o fenotipo Th-2 direciona resposta imune
humoral com liberagdo local de citocinas do tipo IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 [32]. No contexto
dos possiveis mecanismos envolvidos nas desordens autoimunes, o desequilibrio entre as
populacdes de células Thl e Th2 com predominancia do fenoétipo Thl parece ter substrato
na fisiopatologia da quebra de tolerancia e reagdes autoimune que ocorrem na linhagem de

camundongos NOD.

O padrao de resposta observado em pacientes com DM-1, bem como
camundongos NOD e ratos BB, sdo marcados pelo predominio de citocinas caracteristicas
de resposta Thl [32, 33]. Acredita-se ainda, que ocorra o envolvimento direto das células
linfocitarias, designadas células efetoras, sobre as células  pancreaticas designadas células
alvos, resultando na liberagdo de mediadores soliveis responsdveis pelo processo

inflamatorio local, contribuindo para a destrui¢do das ilhotas [34].

No campo experimental, diversos autores tém estudado os efeitos in vitro de
citocinas como IL-1B, TNF-a, TNF-f e IFN-y utilizando ilhotas isoladas de modelos
animais. Nas ilhotas pancredticas recém isoladas, os efeitos dessas citocinas tém sido
amplamente estudados [32, 35] mostrando que sdo capazes de, isoladamente, inibir a
liberacao de insulina pelas ilhotas pancreaticas e, combinadas, de induzir a fragmentagdo do
DNA e destruicdo das células B pancreaticas [32, 35, 36]. A simples presenca da citocina na
lesdo da insulite ndo identifica seu papel na patogénese do DM-1, uma vez que esta pode
ter funcdo pré-inflamatoéria, ou mesmo antiinflamatéria regulando, desta maneira, o

processo inflamatorio [32].
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No camundongo NOD, a expressao de IFN-y nas células infiltradas das ilhotas
foi relacionada com a insulite destrutiva [35, 37]. Essa citocina, assim como TGF-f3 , estdo
aumentadas de forma consistente com o envelhecimento dos camundongos NOD sugerindo
que a destruicdo da ilhota e a manifestagdo do DM-1 associam-se com o aumento da

producado pelas células do infiltrado inflamatério [38].

O fator de transformacdo de crescimento B (TGF-B) é produzido por muitos
tipos celulares, incluindo macrdfagos e linfocitos ativados e possuem receptores em varios
tipos celulares. Em humanos ocorre a expressdo de pelo menos trés formas de TGF-f 1,2 e
3. Sdo produtos de genes separados, entretanto, todas as trés formas ligam-se a cinco tipos
de receptores de superficie celular de alta afinidade. Experimentos em camundongos
deficiente no gene (knockout para TGF-p) indicam que as trés formas de TGF-B sao
essenciais para confirmar seu papel imunorregulador. Esta citocina possui efeito anti-
proliferativo em varios tipos celulares incluindo macrofagos, células endoteliais e linfocitos
T e B. Além disso, suprime a producdo da maioria das linfocinas e monocinas e reduz a
expressao celular de proteinas MHC classe II e receptores de IL-1 [39]. Em estudos de
tolerancia oral com insulina visando o retardo e/ou a prevengdo do diabetes em
camundongos NOD a expressao de citocinas inibitorias, entre eles o0 TGF-f esta aumentada,

enquanto que a expressao das citocinas pro-inflamatorias estava diminuida [39].

Como referido anteriormente, uma variedade de mecanismos tem sido proposta
para explicar os efeitos citotoxicos das citocinas nas ilhotas pancredticas, os quais incluem
a formacao de 6xido nitrico que ¢ mediador citotoxico da acdo dessas citocinas por induzir
a lise das células das ilhotas precedendo a lesdo do DNA e ocasionando a sua destruicao
[32, 35]. Sendo assim, pode-se sugerir que a destrui¢ao das células  ocorre por apoptose
onde a fragmentacdo de DNA tipica tem sido observada em ilhotas pancredticas tratadas

com a combinacdo de IL-1, TNF-a e IFN-y [35].

Desta forma, de acordo com os dados experimentais expostos por esses autores,
fica demonstrado que o controle da resposta imune ¢ multiplo e, provavelmente, depende
da somatoria de efeitos de varias citocinas que constituem um microambiente propicio para

a destruicdo das ilhotas pancreaticas.
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Gangliosideos

Os gangliosideos sdo glicoesfingolipideos complexos, formados por cadeias de
oligossacarideos, contendo pelo menos um agucar acido ligado a ceramida (esfingosina +
acil CoA). Estes glicoesfingolipides sao moléculas anfipaticas componentes normais das
membranas celulares. A cadeia oligossacaridica do gangliosideo pode variar em
composi¢do, porém a seqiiéncia basica compreende quatro sacarideos, em geral glicose,
galactose, N-acetilgalactosamina e eventualmente frutose. Varios residuos de acido sialico
sdo ligados a cadeia de carboidrato, sendo que o residuo sidlico predominante ¢ o adcido N-
acetilneuraminico, acido sialico (NANA), que se encontra ionizado em pH 7,0 e apresenta

carga negativa [40].

Na molécula individual do gangliosideo, o nimero e a posi¢ao dos residuos de

acido sidlico sdo variaveis, o que deu origem ao método para classifica-los:

-Monossialotetraexosilgangliosideo contém duas unidades NANA, ligadas em posi¢des

diferentes (GD1a, GD1b).

-Trissialotetraexosilgangliosideo apresenta trés unidades NANA, ligadas em posigdes

diferentes (GT1D).

-Tetralotetraexosilgangliosideo apresenta quatro unidades NANA, ligada em posi¢des

diferentes (GQ).

Quinze ou mais tipos de gangliosideos estdo presentes nas membranas
plasmaticas das células de vertebrados. Encontram-se assimetricamente distribuidos, sendo
a porc¢do dos oligossacarideos expostos na superficie de membrana e a por¢ao de ceramica
inserida na camada lipidica da membrana. Estdo presentes em todos os tipos de células,
entretanto com maior concentragdo em células nervosas, representando 10% da quantidade

total de lipidios ligados nas membranas.

Embora os gangliosideos sejam encontrados principalmente na membrana
plasmatica, também tem localizacdo intracelular onde estdo parcialmente ligados as

organelas responsaveis pelo trafego intracelular e metabolismo. Os carboidratos geralmente
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presentes nos gangliosideos sao: Glicose, Galactose, N-acetilglicosamina ou N-acetl

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

Atuam na protecdo das membranas contra condi¢gdes drasticas (pH baixo e
presenga de enzimas que degradam as células), alteracdo da concentragdo dos ions de Ca++
na superficie da célula e participagdo no processo de reconhecimento celular. Os
gangliosideos sdo considerados componentes importantes para diversos processos
bioldgicos, participando da regulagdo, do reconhecimento e adesdo intercelular,
proliferacdo, morfogénese, diferenciacdo, neurogénese, apoptose e transformagdo
oncogénica. Como receptor e co-receptor de varias substancias bioativas como hormonios e

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

Considerando os diferentes mecanismos pelos quais os gangliosideos podem se
associar as células, a alteracdo de seu perfil em um determinado tipo celular poderia
resultar na modulagdo das propriedades de superficie, atividades enzimaticas e funcao de
outros tipos celulares, os gangliosideos podem ser considerados como um tipo de citocina

[44].

Gangliosideos e seu potencial imunomodulador

Os gangliosideos sao glicoesfingolipideos associados ao acido sidlico presentes
na membrana plasmatica de todas as células animais. Embora seu papel ainda ndo seja
muito bem, conhecido, os gangliosideos parecem desempenhar papel importante nas
interagdes intercelulares [42]. Além disso, diversas condi¢des patoldgicas, tais como
cancer e esclerose multipla, apresentam niveis séricos dos gangliosideos significativamente

aumentados [45].

Diversos autores, além de nossa propria experiéncia (comunicagdo pessoal),
tém constatado a propriedade inibitoria dos gangliosideos sobre a proliferagdo e a atividade
dos linfécitos T [45-47]. Particularmente, Merrit et al.,1984 [47] verificaram que os
gangliosideos foram capazes de inibir a proliferacdo de linfocitos T citotdxicos dependente

de interleucina-2 in vitro. Offner et al (1987) [45], por sua vez mostraram que estas
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moléculas induzem altera¢des na orientagdo molecular de CD4 presente dos linfocitos Th.
Além disso, estes compostos atuam como receptores € co-receptores para muitos agentes
bioativos como citocinas, hormonios, toxinas e virus. Estdo envolvidos ainda, na
diferenciagdo e reconhecimento celular, na interacdo entre células e na regulacdao do

crescimento [44].

Presentes em grandes quantidades nas células tumorais e no sistema nervoso,
gangliosideos estdo associados a imunossupressdo, observada nestes tecidos [48, 49]. Os
gangliosideos podem bloquear de forma seletiva a producdo de citocinas pro-inflamatdrias
como IFN-y, TNF-a e IL-2 (Thl) e, desta forma inibir a proliferacdo de células T
impedindo a entrada desta célula no ciclo celular. Citocinas anti-inflamatorias como IL-4,
IL-10 e TGF-B podem ter sua sintese estimulada por estes compostos [50]. Bretzel et al.,
(1990) [51] observaram que em ilhotas pancreaticas de ratos Lewis (RT1) isoladas e
colocadas em cultura adicionadas de gangliosideos e transplantadas em ratos BdII (RT1),
apresentavam reducgdo significativa do numero de células que expressavam o Complexo
Principal de Histocompatibilidade Classe Ia (MHC Ia) sem alteragdo do numero daquelas
com expressdo de MHC I. O tratamento prolongou o tempo de sobrevida das ilhotas

transplantadas em 20% dos receptores.

A hipodtese da modulacao dos gangliosideos no desenvolvimento do DM-1
recebeu subsidio importante com as evidéncias da natureza sialoglicoconjugado do
antigeno alvo do anticorpo anticitoplasma da célula B das ilhotas pancreaticas (ICA) [52].
Embora, Colman et al. (1988) [53] verificaram que uma fracdo de monogangliosideo
extraido de pancreas humano inibiu a ligacdo do ICA as células  em cortes de pancreas,

processados através de imunohistoquimica.

Ao analisarem o padrao de distribuicao dos gangliosideos no pancreas humano,
Dotta et al (1989) [54], verificaram que o gangliosideo GM2-1 estd expresso intensamente
nas ilhotas pancreédticas analisadas em cortes de tecido pancreatico humano e pouco
abundante no restante do 6rgdo. Posteriormente, Dotta et al (1992) [55] demonstraram, a
partir de estudo comparativo entre a expressao de gangliosideos em ilhotas pancreaticas de

camundongos NOD e camundongos C57BL/10 a expressao aumentada do gangliosideo

Introdugdo

45



GM2-1 nas ilhotas daqueles animais. Além disso, observaram que a reduc¢ao da quantidade
dos gangliosideos GM2-1 e GM3 estava associada tanto com o avango da idade quanto com
o inicio do diabetes nestes animais. Estes achados foram interpretados como evidéncia da

participagdo do monosialogangliosideo GM2-1 como antigeno alvo dos ICA.

Neurotrofinas

O Fator de Crescimento Neural (Nerve Growth Factor — NGF) faz parte de uma
familia de fatores de crescimento chamados de neurotrofinas com amplo espectro de
atividades como a vasodilatacdo, motilidade intestinal e nocicep¢do. A diminui¢ao da
sintese de NGF no diabetes parece estar envolvida na patogénese da degeneragao das fibras

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

O NGF foi o primeiro fator de crescimento descoberto a pelo menos 4 décadas,
pertence a familia de neurotrofinas que desempenham papel na diferenciacdo e
sobrevivéncia de populagdes neuronais. NGF tem a capacidade de estimular uma variedade
de células inflamatodrias, podendo ser produzido por uma variedade de tipos de células
estruturais e inflamatérias como neurdnios, células endoteliais, células epiteliais,
fibroblastos, linfocitos B e T, eosinofilos, basofilos, monocitos/macroéfagos e mastdcitos
[57]. E produzido por células de glandulas salivares, prostata e principalmente células do
sistema nervoso. Promovem o crescimento, sobrevivéncia e propriedades funcionais das
neurotrofinas como quimiotaxia, fagocitose e produ¢do de superdxido, agindo como um

fator de sobrevivéncia autocrina de memoria para linfocitos B [58-60].

Estudos sobre células linféides maduras revelaram que NGF exerce uma acao
dose-dependente entre linfocitos B e T [61], o qual promove diferenciacdo de células B
secretando imunoglobulina e induzindo a expressao de receptores de alta afinidade para IL-
2 sobre células mononucleares sanguineas humanas [62, 63]. Evidéncias adicionais tém
como hipotese a relagdo entre NGF e células do sistema imune em que niveis alterados na
concentracdo desta neurotrofina, associados com a sintese de citocinas, sdo caracteristicos

em doencgas autoimune, como o diabetes mellitus [64, 65]. Estudos tém demonstrado que os
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niveis de circulacdo de NGF sdo afetados ndo apenas pela desregulacdo homeostatica, mas

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

A funcdo e sobrevivéncia de células  pancredticas geralmente dependem de
nutrientes como a glicose e fatores de crescimento peptidico como o NGF, insulina e fator
de crescimento semelhante a insulina -1 (IGF-1). A interacao destes nutrientes e fatores de
crescimento orienta sistemas de sinalizacdo que promovem crescimento e proliferagdo das
células B. Glicose ¢ um dos estimulos para proliferacdo de células B, em que a sua
concentragdo regula a expressio de mRNA de proteinas como receptores de fator de
crescimento que sdao importantes para o desenvolvimento, inibi¢do da apoptose e

diferenciagdo de células B da ilhota pancreatica [68].

Vidaltamayo et al, 2002 [69, 70], demonstraram que o tratamento de células 3
das ilhotas pancreaticas com NGF exerce efeitos troficos em diferentes niveis fisiologicos,
tanto no aumento de expressdo de canais de Na+ e insulina, quanto na modulagdo pos-
tradugdo, como observado com o fluxo de Ca™". A exposi¢do das ilhotas a0 NGF-P leva a
despolarizacdo intensa e aumento nas taxas de secre¢cdo de insulina. A via de sinaliza¢do do
receptor de insulina e receptor tirosina quinase (TrkA) tem sido demonstrado para
promover proliferacdo e sobrevivéncia de neurdnios e ilhotas pancreaticas [71]. A
incubagao de NGF em cultura de células de ilhotas inibiu a apoptose, a qual foi induzida

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

Foi demonstrado que o NGF ¢ produzido por fibroblastos, mastocitos e
linfocitos [64]. Esta neurotrofina sintetiza e expressa também uma afinidade entre seus
receptores NGFR (p75) e TrkA, demonstrando que a sintese e/ou utilizagdo do NGF ¢
regulada por mecanismos autdcrinos e paracrinos [73]. NGF secretado pelas células  da
ilhota pancreatica ¢ um regulador autdcrino que preserva a biossintese ¢ a secre¢do de
insulina. Estas observagdes talvez contribuam para um melhor entendimento da

fisiopatologia do diabetes, no qual niveis séricos de insulina e NGF estao diminuidos [74].

Ilhotas pancreaticas expressam receptores funcionais de NGF que, ativadas pela
neurotrofina, induzem modifica¢des morfologicas e fisiologicas em células  pancreaticas,

incluindo secrecdo de insulina [75]. A expressdo de receptores de alta afinidade de NGF foi
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demonstrado em ilhotas de ratos durante o periodo de vida fetal e adulta [76]. Esses efeitos
funcionais nas células B pancredticas sao mediados pela ligagdo do NGF com receptores
TrkA [77]. O crescimento celular € regulado pelo NGF e TrkA, sugerindo que este sistema
tem um importante papel no desenvolvimento de células B [75]. Estes componentes ligam-

se a dois tipos de receptores: p75" '~

que sdo sitios para todas neurotrofinas e TrkA,
receptor tirosina quinase com ligagdo ao NGF. Existem dois receptores homoélogos ao TrkA
denominados TrkB, com ligagao para BDNF (Fator neurotrofico derivado do cérebro), NT3
(Neurotrofina 3) e NT4 (Neurotrofina 4) e TrkC, com ligacdo especifica para NT3. Os
receptores de neurotrofinas TrkB e TrkC sdo expressos em algumas linhas de células 3, mas

suas fung¢des fisiologicas em células B, ndo estdo bem esclarecidas [76, 78].

O primeiro passo na sinalizagdo do NGF, essencial a promocdo da
sobrevivéncia neuronal envolve a interacdo com TrKA, um receptor tirosina quinase que
sofre rdpida ativagdo e autofosforilagdo em resposta a ligacdo do NGF [79]. A ativacdo da
proteina tirosina quinase do receptor TrK ¢é necessaria para iniciar a via de transdu¢@o do

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

Estudos, in vitro, indicaram que a sintese de NGF estdo associados ao aumento
de citocinas pré-inflamatorias, particularmente interleucina-1 beta (IL-1B) e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) [80]. Macréfagos tém papel importante na regulagao da
sintese de NGF, provavelmente através da ativagao de IL-1B. NGF ¢ produzido por
fibroblastos e linfocitos, estas células ndo apenas sintetizam NGF e TrkA, como expressam
baixa afinidade por NGFR (p75), o qual ¢ um receptor do fator de necrose tumoral (TNF)
membro da familia das citocinas [81]. Células B sintetizam NGF que por sua vez, ativa a

NTR

via de sinalizacdo do receptor de TrkA e p75" ~, que representa um importante papel no

diabetes mellitus tipo 1 e 2 [71].

O NGF age sobre a producdo de IL-1P nas células, a qual é desencadeada por
atividade fagocitica e expressam receptores de alta afinidade para esta neurotrofina,
sugerindo um papel ativador de células imune no processo de inflamacao [82]. Estudos
adicionais revelaram que a sinalizacdo do NGF via receptor tirosina quinase A (TrkA) ativa
TGF-B por meio dos receptores serina/treonina quinases, o qual inicia multiplas vias de

sinalizacdo, a mais importante ¢ a via Ras/Raf-MAPK [83, 84].

Introdugdo

48



Aparentemente, GM1 mimetiza os efeitos do NGF por meio da interacdo com o
receptor de alta afinidade para NGF, TrkA e ativagdo subseqiiente de proteinas
sinalizadoras especificas. O mecanismo exato utilizado pelo GM1 na estimulagdo de TrkA
ainda ndo foi definido [85]. A ativacdo do TrkA ¢ atribuida a formagdo de dimeros que
resultam em trans ou autofosforilagdo dos residuos de tirosina, dessa maneira, alguns
autores sugerem que o GM1 ndo deve se ligar diretamente ao receptor, mas sim auxiliar na
formacdo de agregados de TrkA na membrana celular. Estes agregados catalisariam a
formacgao de dimeros de TrkA, passo necessario para ativar a atividade tirosina quinase do
receptor e, consequentemente, a transducdo do sinal [78]. Este tipo de interacdo e indugdo
de fosforilagao da tirosina por GM1 também explicaria a habilidade deste gangliosideo 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 interagdo com
gangliosideo GM1 e demonstraram que este gangliosideo ativa TrkA e TrkB e mais

intensamente TrkC, através da liberagao de neurotrofinas.

Gangliosideo - GM1

O gangliosideo GM1, ¢ um dos poucos sialoglicoconjugados na natureza
resistente a sialidase, ¢ uma molécula pluripotente capaz de modular as atividades de uma
grande variedade de proteinas de membrana incluindo receptores, enzimas, canais i0nicos e

moléculas de adesao [88-91].

GM1, bem como alguns derivados de gangliosideos, parece ser efetivo na
reducdo da expressio de CD4 na superficie de células T de diferentes espécies.
SAGGIORO et al., (1993) [92] demonstraram que o GM1 mascara epitopos de CD4,
reconhecidos por diferentes anticorpos monoclonais, localizados entre os dois dominios
amino-terminais, o que induz a internalizagdo da molécula CD4 em um compartimento

endocitico onde ¢ eventualmente degradada. KRIFUKS et al.,1993 [93] por sua vez,
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demonstraram o envolvimento de proteinas quinases e fosfatases na modulagdo por
gangliosideos sobre a expressdo das moléculas de CD4 dos linfocitos presentes no sangue
periférico. Para tanto, trataram estes linfocitos com inibidores de proteinas quinases, €

verificaram que houve uma inibi¢ao da imunossupressdo de CD4 induzida por GMI1.

Em células neuronais em cultura, GM1 induz uma variedade de respostas
caracteristicas da neurotrofina NGF. In vivo, hd evidéncias que este gangliosideo, assim
como o NGF, previne a apoptose de neurdnios colinérgicos apds dano cortical [87]. Juntos
estes dados sugerem que GM1 e outros gangliosideos exercem atividade neurotrofica

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

Consideragdes a respeito do mecanismo de acdo do GMI administrado
exogenamente, sugerem atuagdo na reproducdo ou potencializacdo das agdes dos fatores
neurotroficos, destacando-se a prevengdo da morte neuronal por apoptose. Estes efeitos
reiteram a possibilidade de que o GMI1 e os fatores neurotroficos possam afetar a
sobrevivéncia neuronal através de um mecanismo comum, isto €, por compartilhar uma via

de transducao.

A primeira demonstragdo de potencializacio foi obtida com a linhagem celular
de feocromocitoma de rato, PC12 ( Ferrari et al.,1993 ¢ 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 sobrevivéncia a longo prazo
e previne a morte das células PC12. O gangliosideo também inibe a fragmentacdo
apoptotica do DNA que poderia ocorrer em tais condi¢des. As agdes rapidas e similares do
GMI1 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 observacdes reforcam a hipotese da participacdo dos gangliosideos como
imunomoduladores e fornecido suporte a investigagdo para emprega-los na terapéutica dos
disturbios imunologicos [46, 96]. Baseados nessa premissa Wilberz et al (1988) [97]
trataram camundongos NOD com gangliosideos objetivando o estudo e seu efeito sobre a
incidéncia do diabetes mellitus nestes animais. Estes autores verificaram que a incidéncia

da doenga diminuiu significativamente nas fémeas tratadas a partir da 4* semana de vida e
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nos machos, embora o tratamento com gangliosideo ndo tenha reduzido a ocorréncia da

perivasculite precursora da invasdo das ilhotas de Langerhans pelas células inflamatorias.

Papaccio et al, (1993) [98, 99], estudando os efeitos da administracdo de
mistura de gangliosideos (GM1, GD1a, GD1b3, GT1b) no diabetes dos camundongos NOD
tratadas a partir da 5* até a 21° semana de vida, verificaram diminui¢do nos niveis de
glicemia retardando, assim, a instalacdo do diabetes clinico. Adicionalmente, constataram
que este tratamento com gangliosideos retarda a progressiva desorganizacdo da cito-
arquitetura das células B das ilhotas pancredticas. Contudo, curiosamente, estes autores
relataram ndo terem encontrado diferenca significativa entre os animais tratados e os
animais controle quanto ao aparecimento da insulite e da sua progressdo. Alem disso, na
opinido dos autores, os dados obtidos neste trabalho nao seria suficientes para provar a
eficacia da terapéutica dos gangliosideos sobre a instalacdo e progresso do diabetes

mellitus.

Por outro lado, nosso grupo vem obtendo resultados encorajadores que
justificam a continuidade dos estudos dos provaveis mecanismos que envolvem
propriedades modulatérias dos gangliosideos nao apenas na expressio do DM-1
(comunicacdo pessoal) como em outros modelos (Monteiro de Castro et al, 2004) [100].
Resultados preliminares obtidos em nosso laboratério tém mostrado que a administracdo de
gangliosideos (GM1, GD1a, GD1b3, GT1b) a partir da 4* semana de vida em fémeas NOD,
apesar, da insulite progressiva do pancreas endocrino, o animal permanece estavel quanto a

sua glicemia [100].
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Groswth Arrest == Cell Growth

Figura 1- Vias de sinalizacao do NGF e GM1, através do receptor TrkA.
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2- OBJETIVOS
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Objetivo Geral

Avaliar se a agdo imunomodulatoria do gangliosideo GM1 ¢ similar ao de NGF

em ilhotas pancredticas isoladas de camundongos NOD ndo diabéticos e pré-diabéticos.

Objetivos especificos
Analisar:

1- A expressdao génica de NGF-B, seu receptor TrkA e pro-insulina-1 nas ilhotas
pancredticas isoladas, provenientes de camundongos NOD fémeas de 4 semanas nao
diabéticas (glicemias entre 80 e 100mg/dL ou 5,52 mM); pré-diabéticas, a 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 concentragdo das citocinas IL-1f, IL-12, TNFa, IFN-y e insulina em sobrenadantes de
culturas de ilhotas pancreaticas isoladas, provenientes de camundongos NOD fémeas de
4 semanas nao diabéticas (glicemias entre 80 e 100mg/dL); pré-diabéticas, a partir de
10 semanas de vida, (definidos como glicemia entre 100 ¢ 150 mg/dL), submetidas a

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

3- Imunofenotipificagdo (TrkA; NGF-B e GMI1) das ilhotas pancreaticas isoladas de
camundongos NOD ndo diabéticos e pré-diabéticos, submetidas a cultura celular e

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

Objetivos
55



3- MATERIAL E METODOS

57



Fluxograma do Protocolo Experimental

NOD

4 — 6 semanas vida

NOD
10 - 12 semanas vida

A 4

Isolamento de ilhotas

A

y

Estaurosporina NGF GM1 25uM GM1 60uM
NOD nio diabético
RT-PCR ELISA Imunofluorescéncia
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Animais

Os camundongos da linhagem NOD-UNI (Non Obese Diabetic) fémeas eram
adquiridos do CEMIB (Centro de Bioterismo da Unicamp) e mantidos em condi¢des SPF

de ambiente e alimentacao.

Diagnéstico e acompanhamento do diabetes mellitus

Os camundongos NOD fémea ndo diabéticos de 4 semanas de vida
(glicemia entre 80 e 100 mg/dL ou 5,52mM) e pré-diabéticos, a partir de 12 semanas de
vida (glicemia entre 100 e 150 mg/dL ou §,28mM), tiveram glicosurias avaliadas
semanalmente (Glicofita, Lilly®), sendo o diagnéstico de diabetes mellitus estabelecido em
duas glicostrias positivas em dias consecutivos. Tal diagnéstico era confirmado pela
determinagdo de glicemia (250 mg/dL ou 13,8mM) através de glicosimetro Prestige LX®
(Home diagnostics, EUA).

Grupos experimentais, sacrificio e coleta de 6rgaos dos animais

-Grupol: Animais NOD fémea ndo diabéticos com 4 semanas de vida e glicemia entre
80 e 100 mg/dL eram utilizados para extracdo de ilhotas pancreaticas. Fase em que a ilhota

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

-Grupo2: Animais NOD fémea 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

pancreaticas extraidas.

Ao sacrificio, os animais eram anestesiados pela infusdo intraperitoneal de
10 ul de solugdo de tiopental sddico a 10% para permitir pung¢do intracardiaca objetivando

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

As ilhotas eram isoladas seguindo-se a técnica originalmente descrita por
Moskalewski 1965, aplicada a pancreas de murino por Lacy & Kostianovsky 1967,
com algumas modificagdes introduzidas por Boschero, Delattre & Santos 1980 [101]
e adaptagdes em nosso laboratério [33]. As ilhotas pancreaticas eram isoladas e separadas
do tecido acinar pela digestdo enzimatica de solucdo de Hanks contendo colagenase
2mg/ml (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA.). O isolamento das ilhotas era
realizado “manualmente” por aspiracdo do sedimento, com auxilio de pipeta Pasteur
estirada, através de microscépico estereoscopico em solugdo 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 solucdo “limpa” procedeu-se a uma nova
coleta. Apos teste de viabilidade celular através do método de exclusdo 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 apds incubadas por 23h em meio de cultura, portanto,
lh antes de serem tratadas com NGF e/ou GM1 eram bloqueadas com 200nM de
Estaurosporina (TOCRIS - USA) diluida em DMSO protegidas de luz. A estaurosporina
era colocada em todos os pogos da placa (incluindo o controle); apds 1h de bloqueio as
ilhotas (ndo os controles) eram entdo tratadas e apos os tempos de tratamento as ilhotas

eram levadas para os procedimentos de expressdo génica, ELISA e Imunofluorescéncia.

Cultura de ilhotas pancreaticas

As ilhotas pancreaticas obtidas apos procedimento de extragdo 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 pg/ml estreptomicina e 0,5 pg/ml de anfotericina B para recuperagao.
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Apos este periodo, as culturas eram tratadas conforme protocolo a seguir:

-Grupo 1: 10 ilhotas pancredticas extraidas de camundongos NOD (ndo diabéticos)
de 4 a 6 semanas de vida, apds teste de viabilidade por exclusio de corante
(azul de Tripan) eram adicionadas as placas de culturas de 12 pogos. Apds 24 horas de
cultura, cada um dos pogos contendo as ilhotas eram adicionados 25 uM e 60 uM de GM1
(Monossialogangliosideo s6dico-Sygen®-TRB Pharma) individualmente, isto ¢, cada pogo
conterda ilhotas recebendo diferente tratamento de gangliosideo e/ou 100ug de NGF
(Chemicon - USA). A cultura controle era realizada apenas com meio de cultura na
auséncia dos gangliosideos e NGF. Os tempos (estabelecidos previamente) para coleta de
material apo6s 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 pancreaticas
provenientes de animais considerados pré-diabéticos, entre a 12* ¢ 18" 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 pancredticas extraidas de camundongos NOD (ndo diabéticos) de
4 a 6 semanas de vida, ap0s teste de viabilidade por exclusdo de corante (azul de Tripan)
eram adicionadas as placas de culturas de 12 pogos. Ap6s 23 horas de cultura, cada um
dos pocos contendo as ilhotas eram bloqueadas com 100ug estaurosporina (TOCRIS -
EUA) e apdés I(uma)hora eram adicionados 25uM e 60 uM de GMI
(Monossialogangliosideo sddico-Sygen®-TRB Pharma) individualmente, isto €, cada pogo
conterd ilhotas recebendo diferente tratamento de gangliosideo e/ou 100ug de NGF
(Chemicon - EUA). A cultura controle era realizada apenas com meio de cultura na
auséncia dos gangliosideos e NGF. Os tempos (estabelecidos previamente) para coleta de
material apos 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 expressao génica,
para andlise de ciclofilina, NGF-B, receptor TrkA e pro-insulina-1, ELISA e

Imunofluorescéncia.
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Extracdo de RNA TOTAL (TRNA) e avaliacdo semi-quantitativa de MRNA através
de RT-PCR

Extraciao de RNA TOTAL (TRNA)

O RNA era extraido das culturas de ilhotas pancreaticas através do método do
guanidina-tiocianato; [33, 102] e transcritos para DNA (cDNA). Eram utilizados para os
procedimentos de extracdo de RNA total. Em resumo, o equivalente a 10 ilhotas
(aproximadamente 1,8x10" células) eram transferidas para frascos plasticos de 1,5 ml
(RNAse free) contendo solugdo de guanidina-tiocianato (Fluka), 2-mercaptoetanol (Sigma),
citrato de sodio 25 mM, pH 7,0 (tampao de lise) e submetidas a homogeneizador de
células. Apds “liberagao” do conteudo celular, este homogeneizado era submetido a
separacdo dos acidos nucléicos das proteinas contaminantes por agitacdo em vortex do
lisado com igual volume de fenol-cloroférmio-isoamyl alcool (25-24-1) para formar uma
emulsdo e centrifugados a 10.000 x g por 5 minutos a temperatura ambiente. O nivel
aquoso superior era recuperado e a extragao repetida com fenol-cloroféormio-isoamil alcool
conforme necessdrio, at¢ que ndo houvesse mais evidéncias de proteinas na interface.
Com o objetivo de remover o fenol das preparagdes algumas extracdes com
cloroféormio-isoamil alcool (24:1) eram necessarias. O RNA da camada aquosa era
precipitado overnight a —20° C pela adi¢do de 2 volumes de etanol contendo 0,3M de
acetato de sddio. O precipitado era novamente “limpo” e precipitado com 1 volume de
isopropanol. O RNA era recuperado por centrifugagdo a 10.000 x g por 15 minutos a 4° C.
O precipitado de RNA era seco e novamente suspenso em 40 pl de agua tratada com
dietil-pirocarbonato (DEPC). A integridade do RNA era verificada por corrida em
eletroforese em gel de formaldeido e quantificada por leitura da densidade Optica a
260 e 280 nm em espectofotometro (SpectraMax 190, Molecular Device, Ca, EUA).
O RNA era considerado de boa qualidade com a relacdo das leituras 260/280 entre

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

cDNA eram sintetizados em volumes de reacao de 25 ul de volumes contendo
lug de RNA celular aquecidos a 65° C por 15 minutos e resfriados em gelo, 100 ng de
oligo (dT)2.13 (Pharmacia LKB Biotechnology Inc., EUA), 0,5 mM dNTP (Pharmacia).
Inibidores de Rnase em concentracdo final de 1 U/ul, Tris HCl 25 mM, pH 8.3,
KCI1 50 mM, DTT 2,0 mM, MgCl, 5,0 mM mais 20,5 U de enzima transcriptase reversa.
Apods 60 minutos a 42° C seguidos por 30 minutos a 52° C, as amostras eram aquecidas a
95° C por 5 minutos e entdo rapidamente resfriadas em gelo e armazenadas a —20° C até o
uso. Os cDNA eram co-amplificados com primers especificos para as citocinas estudadas e
ciclofilina como controle interno de reacdo (house-keeping gene) realizada em tampao de
PCR 1 X (Tris HCI 20 mM, pH 8,3, KCl 50 mM, MgCl, 1,5 mM) suplementado com
50 mM dNTPs, 0,25 mM para cada primer 5’- e 3’especifico, ¢ 1,2 unidades de taq
polimerase (termus aquaticus) em volume de reacdo de 50 pl. A mistura era coberta com
50 ul de 6leo mineral (Sigma) e amplificada por “hotstart” a 94° C por 2 minutos e
38 ciclos seqiienciais a 60° C por 45 segundos, 72° C por 90 segundos, 95° C por
45 segundos em termociclador Peltier (Perkin Elmer 9700, EUA). Todos os reagentes PCR
usados na reagdo eram testados para possiveis contaminagdes em reagdo prévia de 40 ciclos

sem cDNA.

Amplificacao de cDNA por Reacio de Polimerase em Cadeia (PCR)
Primers utilizados sense e anti-sense:

-NGF-B, receptor TrkA, pro-isulina e Ciclofilina (gen estrutural - house keeping gene)
(Invitrogen - EUA) como expressdo e controle do preparo de RNA total, transcricao

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

expressdo génica de NGF, TrkA, pro-insulina e Ciclofilina (gene estrutural)

Primer Sense (5° -3°) Anti-sense (5’ -3°) Produto
Ciclofilina GACAGCAGAAAACTTTCGTGC GGTTCTGACTCACCGACCT 276 pb
NGF TGAAGCCCACTGGACTAAA ACCTCCTTGCCCTTGATG 372 pb
TrkA GGGGCTAACTCTGGTCAAT AGGGTGTAGTTCCCG 345 pb

Pré-insulina-1 CCATCAGCAAGCTCATTGTTT GCGGGACCTGGGTGTGTAGAAGAA 193 pb

Analise dos Produtos da Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) por Eletroforese em

Gel de Agarose

As co-amplificacdes dos cDNA, utilizando-se os primers especificos para as
citocinas relevantes, eram analisados através de eletroforese em gel de agarose 1,5% e
revelados com brometo de etidio, através de excitagdo em UV e documentado através da
captagdo 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-quantificagdo, as areas de pixel determinadas pela intensidade de
cada banda eram comparadas com as da ciclofilina. Os valores eram normalizados e

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

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

Determinaciao da concentracao de citocinas no sobrenadante de cultura de ilhotas por

meio de ensaio imunoenzimatico (ELISA)
IL-12, IFN-y, IL-1B

As placas eram adsorvidas com anticorpo de captura especifico para as
citocinas IL-12, IFN-y, IL-18 ¢ TGF-B (CytoSet™ — Biosource, EUA) na concentracio de

1,25ug/ml, diluido em solu¢dao tampao carbonato-bicarbonato (p.H. 9.4) e incubadas por
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18 horas em temperatura de 4°C. A seguir, as placas eram lavadas por 3 ciclos rapidos com
solugdo salina e 0,1% de Tween 20 (Merck - Alemanha). Para bloqueio dos sitios
inespecificos utilizava-se solucdo de soro albumina bovina 1% em PBS (p.H. 7.4)
(tampao de ensaio), por 2 horas em temperatura ambiente. Novamente as placas
eram lavadas por 3 ciclos rapidos e 100 ul de amostras de sobrenadante de cultura de
ilhotas tratadas com GM1 e/ou NGF diluidos 1:2 em tampdo de ensaio era adicionado,
e eram mantidas em camara umida por 90 minutos em temperatura ambiente, com exce¢ao
de IL-1B, incubada a 37°C. Apo6s o processo de lavagem, era adicionado 100 ul de
anticorpo de deteccao biotinilado diluido 0,125 pg/ml em tampao de ensaio suplementado
com 5% de soro bovino fetal para IL-12 e IFN-y, ¢ a concentragdo utilizada era de
0,05 pg/ml para IL-1B, sendo que as placas permaneciam em cdmara imida por 1 hora em
temperatura ambiente. Em seguida as lavagens, era adicionada solugdo de
estreptavidina/peroxidase, na concentragdo de 0,3 pg/ml diluido em tampao de ensaio e
entdo, mantidas por 45 minutos em temperatura ambiente protegida de luminosidade.
Posterior as lavagens, a reacdo de cor era produzida pela adicdo de tetrametilbenzidina
(TMB OptEIA™ BD - Biosciences), sendo bloqueada apos 30 minutos com H,SO4 IN.
Os wvalores de absorbancia eram obtidos apds leitura em 450nm utilizando
espectrofotometro Spectra Max 190 (Medical Device, EUA) e os célculos eram realizados
através do software SOFT MAX-PRO 3.0. Para cada experimento, era utilizada curva de

referéncia, para determina¢do da concentragdo de citocina.

TNF-o

As placas eram adsorvidas com 100ul de anticorpo de captura especifico para
TNF-a (CytoSet™ — Biosource, EUA) na concentragdo de 1,25ug/ml, diluido em solugio
tampao carbonato-bicarbonato (p.H. 9.4) e incubadas por 18 horas a 4°C. A seguir,
a solugdo de adsorcdo era aspirada e, para bloqueio dos sitios inespecificos adicionava-se
300 pl de solugdo de soro albumina bovina 1% em PBS (p.H. 7,4) (tampao de ensaio),
por 2 horas em temperatura ambiente. A seguir, as placas eram aspiradas e 100 pl de

amostras de sobrenadante de cultura de ilhotas tratadas com GM1 e/ou NGF diluidos
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1:2 em tampao de ensaio eram adicionados, ¢ imediatamente, adicionava-se 50 ul do
anticorpo de deteccdo biotinilado na concentragao de 0,05 pg/ml em tampao de ensaio,
sendo mantidas em cdmara iimida por 2 horas em temperatura ambiente. Apos 4 ciclos
rapidos de lavagem com solugdo salina e 0,1% de Tween 20 (Merck-Alemanha),
eram adicionados 100 pl de anticorpo solucdo de estreptavidina/peroxidase, na
concentragdo de 0,15 pg/ml diluido em tampao de ensaio e entdo, as placas eram mantidas
por 30 minutos em temperatura ambiente protegida de luminosidade. Posterior as lavagens,
a reacdo de cor foi produzida pela adi¢do de tetrametilbenzidina (TMB OptEIA™ BD -
Biosciences), sendo bloqueada apds 20 minutos com H,SO4 1N. Os valores de absorbancia
eram obtidos apds leitura em 450nm utilizando espectrofotdmetro Spectra Max
190 (Medical Device, EUA) e os calculos eram realizados através do software
SOFT MAX-PRO 3.0. Era utilizada curva de referéncia, para determinagdo da

concentragdo da citocina em estudo.

Insulina

Este ELISA, tipo sanduiche era realizado conforme as instrucdes do fabricante
(LINCO RESEARCH — Rat/mouse insulin Elisa kit, EUA). Apds 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 diluidas 1:1000 em PBS
0,05M com 1% de BSA (tampdo de ensaio) e 80ul do anticorpo de detecg¢do biotinilado
anti-insulina, seguido por incubagdo de 2 horas. A seguir as placas eram lavadas 3 vezes e
100ul da solucdo de estreptoavidina conjugada a peroxidase eram adicionados.
Apo6s 30 minutos de incubagdo, as placas eram lavadas 6 vezes e a seguir, 100ul do
substrato cromdgeno (Tetrametilbenzidina) eram adicionados e mantidos por 15 minutos
protegidos da luz. Em seguida, a reagdo era bloqueada com 100ul de HCL 0,3M.
As leituras de absorbancia eram obtidas em 450nm utilizando espectrofotometro
Spectramax 190 e os resultados calculados através do software Pro 3.0 a partir de curva de

referéncia (0,2 — 10 ng/ml de insulina) realizada juntamente com o experimento.
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Imunofluorescéncia
TrkA e NGF

A técnica empregada era de imunofluorescéncia indireta. As ilhotas coletadas
apods incubadas por 24H em meio de cultura e tratadas com GM1 e/ou NGF, eram lavadas
trés vezes em PBS (solucao de salina fosfatada tamponada) e em seguida eram incubadas
em 2,5% BSA V (albumina bovina fracdo V; GibcoBRL, EUA); 2% leite desnatado em po
e 8% SBF (soro fetal bovino HyClone — Utah, EUA) durante 20 minutos, para bloqueio de
sitios  inespecificos. Aproximadamente 50ul do anticorpo primario anti-NGF
(NGFRr p75 H-72), anti-TrkA (Santa Cruz Biotechnology, EUA) eram adicionados a cada
poco da placa de cultura (diluigdo 1:100) e incubados por 60minutos, em temperatura
ambiente, em camara Umida, protegida contra luminosidade. Em seguida, as ldminas eram
lavadas trés vezes com PBS e 50ul do anticorpo secundario (5 pg/mL) conjugado com
FITC anti-coelho IgG para NGF e TrkA ( Vector Laboratories Inc., Califérnia, EUA).
As ilhotas eram lavadas trés vezes em PBS e montadas em laminas, sendo observadas em
microscopio Leica DM 4500B (Alemanha) e as imagens captadas através do software Leica

FWwW4000.

As intensidades das bandas eram analisadas com o programa de computador
Image G. As areas de pixel eram determinadas pela intensidade de cada marcagdo e

comparadas com as do controle. Os valores eram dados em unidades arbitrarias (x10°).

Isolamento de anticorpos especificos anti-GM1

Os soros utilizados para purificagao de anticorpos anti-GM1 eram obtidos soros
de pacientes diabéticos tipol. Para a identificagdo 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 pogos eram adsorvidas com 100 pl
de GMI na concentragdo de 50 pg/ml solubilizado em metanol e incubadas 16 horas a

4°C para evaporagao do solvente. Apos secagem completa, as placas eram lavadas 3 vezes
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com 0,05% de Tween 20 em PBS. Para bloqueio dos sitios inespecificos era utilizada uma
solucdo de leite em p6 desnatado 3% em PBS pH 7,4; por 2 horas, em temperatura
ambiente. As placas eram lavadas novamente por 3 vezes e, a seguir amostras de soro
previamente diluidas 1:100 em PBS foram adicionadas aos pogos e incubadas overnight em
temperatura ambiente. Apos lavagem, eram adicionados 100 pl de anticorpo conjugado
com peroxidase anti-IgG humana cadeia p ou y especifico diluido 1:5000 em PBS e
mantido por 90 minutos em temperatura ambiente. A placa era, entdo, lavada por 5 vezes,
e a reagdo de cor, produzida pela adi¢io de tetrametilbenzidina (TMB OptEIA™ BD -
Biosciences, EUA), durante 30 minutos, protegida de luminosidade, sendo bloqueada com
H,SO4 IN. Os valores de absorbancia eram obtidos apds leitura em 450nm utilizando
espectrofotometro Spectra Max 190 (Medical device, EUA). Os titulos dos anticorpos
anti-GM1 eram tabelados, e as médias e os desvios padrdo para cada grupo eram calculados

e estabelecidos em Unidades Arbitrarias (UA)

Identificaciao dos soros

A partir das unidades arbitrarias, 3 intervalos para agrupar os soros contendo
anticorpos anti-GM1 eram estabelecidos. O limite inferior das faixas estabelecidas (A) era
calculado a partir da média mais 2 desvios padrao das unidades arbitrarias de anticorpo
anti-GM1 obtidas a partir de soro de pacientes diabéticos tipo 1, individuos sadios

controles, sendo entdo , estabelecidas as faixas intermediaria (B) a elevada (C).
A-0,2-0,4

B-0,401- 0,6

C->0,6

Apoés analisar cada grupo de resultados, procedia-se ao isolamento de
anticorpos anti-GM1 a partir de pool formado por aliquotas 50 pl de 10 soros tratados com

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

Separagdo 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 suspensdo sob agitagdo magnética
suave, durante 2 horas e meia, em temperatura ambiente. Apds este periodo,
eram realizadas 3 lavagens com Iml de metanol-dgua 1:1 e outras 3 lavagens com solugao
de lavagem, contendo 0,1M Tris-HCL, 0,1M NacCl, 0,01M EDTA, pH 7.3. A suspensao era
mantida durante a noite a 4° C. No dia seguinte, eram adicionadas as aliquotas dos 10 soros
selecionados (faixa de concentragdo C) diluidos 1:100 (v/v) em volume final de 500 pl de
Tris, adicionando-se a seguir 100 ul do DEAE- GM1 e 2400 pl de Tris, completando 3ml.
Esta preparagdo era submetida a agitagdo magnética suave durante 60 minutos e a
centrifugagdo por 5 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante era excluido e o pellet,
lavado 2 vezes com 1 ml de solu¢do de lavagem. Era entdo feita a elui¢ao dos anticorpos
anti-GM1, adicionando ao pellet 1ml de glicina-HCI 0,2M, pH 2,8. Apds 3 minutos de
agitacdo suave, procedia-se a centrifugacdo como descrito anteriormente. O sobrenadante
era imediatamente neutralizado com NaOH 0,IN e o titulo dos anticorpos estimado por
meio de leitura espectrofotométrica em 280 nm em relagdo ao coeficiente de extingdo da

IgG (2'%550)=13.6.

Imunofluorescéncia - GM1

Para observacdo dos sitios de ligagdo do gangliosideo GM1, empregava-se a
técnica de imunofluorescéncia indireta. As ilhotas coletadas apos incubadas por 24H em
meio de cultura e tratadas com GM1 e/ou NGF, eram lavadas trés vezes em PBS
(solucao de salina fosfatada tamponada) e em seguida foram incubadas em 2,5% BSA V
(albumina bovina fragdo V; GibcoBRL, EUA); 2% leite desnatado em pd e 8% SFB
(soro fetal bovino HyClone — Utah, EUA) durante 20 minutos, para bloqueio de sitios
inespecificos. aproximadamente 50 pl do anticorpo primario anti-GM1 ((provenientes de
soros de pacientes diabéticos tipo 1)) eram adicionados a cada poco da placa de cultura
(dilui¢ao 1:100) e incubados por 60minutos, em temperatura ambiente, em camara tmida,

protegida contra luminosidade. Em seguida, as laminas eram lavadas trés vezes com PBS e

Material e Métodos
70



50ul do anticorpo secundario conjugado com Texas Red® IgG anti-camundongo
(Vector Laboratories Inc., Califérnia, EUA), na concentragdo de 5 pg/ml, mantendo-se por
45 minutos ao abrigo da luz e em temperatura ambiente. Posteriormente, as laminas eram
lavadas uma vez e montadas em glicerol, sendo observadas em fotomicroscopio Leica DM

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

As intensidades das bandas eram analisadas com o programa de computador
Image G. As areas de pixel eram determinadas pela intensidade de cada marcagdo e

comparadas com as do controle. Os valores eram dados em unidades arbitrarias (x10°).

Analise estatistica

Os dados eram analisados com média e desvio padrdo, usando o teste ANOVA,
teste Mann-Whitney (teste ndo paramétrico) e valores com *p<0.05 foram considerados

estatisticamente significativos.

Formatacao do texto

Para a formatagdo do texto no que se refere as citagdes e bibliografia,
empregava-se o programa computacional EndNote 9 (Copyright© 2006 The Thomson
Corporation. EUA, licenciado para o Laboratorio de Imunologia & Alergia Experimental)
e o formato Vancouver, segundo as normas da Comissao de Pos-Graduagdo da Faculdade

de Ciéncias Médicas - Unicamp.
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Efeito do peso e da glicemia em relacio aos grupos de animais NOD nio diabéticos e

grupos de animais NOD pré-diabéticos

O efeito do peso de camundongos NOD ndo diabéticos e pré-diabéticos foi
proporcional nos dois grupos em semanas de vida e em relacdo 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 ndo diabéticos de
4 a 6 semanas de vida apresentaram valores abaixo de 100mg/dL, em comparacdo 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, apds completarem 150mg/dL,
pois observamos que na proxima verificacdo de glicemia os animais apresentavam

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

Pesos NOD Nao-dibéticos Pesos NOD Pré-diabéticos
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Figura 2- Graficos representativos dos pesos dos grupos de animais (n=6 para cada grupo).
Os valores dos pesos de NOD nao diabéticos com os pesos de NOD
pré-diabéticos foram proporcionais em cada grupo e os valores dos pesos de

NOD nao diabéticos foi proporcional, comparados com os valores dos pesos de
NOD pré-diabéticos.

Glicemias:
Glicemia NOD Nao-diabéticos Glicemia NOD Pré-diabéticos
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Figura 2a- Graficos representando niveis glicémicos dos grupos de animais (n=6 para cada
grupo). A glicemia obtidas nos grupos de animais ndo 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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Avaliacio da expressdo génica em ilhotas pancreaticas

Para avaliarmos o efeito do tratamento com o gangliosideo GMI1 e do
tratamento com NGF em ilhotas isoladas de camundongos NOD ndo 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 pancredticas de
camundongos NOD ndo diabéticos, incubadas com estaurosporina (incluindo os controles)
1(uma) hora antes de receberem os tratamentos com GM1 e NGF, procedemos a deteccao
da expressdo génica (mRNA) de NGF, TrkA e pré-insulina-1, pelo método de PCR.
Os resultados estdo expressos pela média e desvio padrao (* p<0,05 — Mann-Whitney) e

apresentados a seguir:

Os resultados estdo expressos por média e desvio padrao (*p<0,05 — Mann-Whitney).
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Avalia¢do do tratamento com o gangliosideo GM1 25uM, GM1 60uM e NGF sobre a

expressiao génica de NGF em ilhotas isoladas de camundongos NOD

Figura 3- Graficos representativos da expressao génica de NGF em ilhotas pancreaticas de

NOD nao diabéticos (n=6 para cada grupo), tratadas com GMI1 25uM,
GM1 60uM e NGF. Observou-se aumento da expressdo de NGF no periodo de
90 minutos em culturas tratadas com GMI1 25uM, GM1 60uM e NGF,
enquanto que em 3 horas houve aumento da expressdo de NGF em culturas

tratadas com GM1 25uM e NGF.

Figura 3a- Graficos representativos da expressdo génica de NGF em ilhotas pancreaticas

de NOD pré-diabéticos (n=5 para cada grupo), tratadas com GMI1 25uM,
GMI1 60uM e NGF. Observou-se que ndao houve diferenca significativa na
expressdao de NGF em ilhotas tratadas com GM1 25uM; em culturas tratadas
com GM1 60uM os niveis de NGF estavam aumentados em 90 minutos de
tratamento; enquanto que em culturas tratadas com NGF houve aumento da

expressao no periodo de 60 minutos.

Figura 3b- Gréficos representativos da expressao génica de NGF em ilhotas pancreaticas

Whitney).

de NOD ndo diabéticos com adi¢do de estaurosporina em cultura (n=5 para
cada grupo), tratadas com GMI1 25uM, GM1 60uM e NGF. Observou-se
aumento da expressao de NGF a partir de 30minutos em culturas tratadas com
GM1 60uM; em culturas tratadas com GM1 25uM e NGF nao houve diferenca

significativa da expressdao de NGF.

Os resultados estdo expressos por média e desvio padrao (*p<0,05 — Mann-

Resultados

78



350 +

300

250

200

UA

150 -

100 -

50

0 : : .
C GM125 GM160 NGF

60 minutos

Figura 3

350
300
250
200
150 -

100 -

50

0 :

Cc GM125 GM160 NGF C GM1t25 GM160 NGF C GM125 GM160 NGF

90 minutos 3 horas 6 horas

C GM125 GM160 NGF

60 minutos

Figura 3a

350
300
250

200

UA

150 -

100 -

50

0 :

C GM125 GM1+60 NGF C GM125 GM160 NGF C GM125 GM160 NGF

90 minutos 3 horas 6 horas

C GM125 GM160 NGF

30 minutos

Figura 3b

C GM125 GM160 NGF C GM125 GM160 NGF C GM125 GM160 NGF

60 minutos 90 minutos 3horas

Resultados

79



Tabela 2- Dados da expressdo génica de NGF em ilhotas pancreaticas isoladas de

camundongos NOD. Os resultados estdo expressos por média e desvio padrao

(*p<0,05 — Mann-Whitney)

Tratamento Controle 60 min Controle 90 min Controle 3Horas Controle 6Horas
GM1 25uM 70+14 7449 74124 131+7* 71420 167+11%* 73420 103+7
Pré-Diabético 61+11 66+7 63+17 8245 62+18 7545 61+16 76+8
GM1 60uM 70+14 67+4 74424 127+13%* 71420 6945 73420 47+6
Pré-Diabético 61+11 6242 63+17 257+8* 62+18 110+9 61+16 58+4
NGF 70+14 67+1 74124 127+42% 71420 162+2%* 73420 104+3
Pré-Diabético 61+11 156+2%* 63+17 97+3 62+18 9243 61+16 95+3
Estaurosporina Controle 30 min  Controle 60 min Controle 90 min Controle 3Horas
GM1 25uM 71426 7542 71424 6617 68420 5346 68420 4243
GM1 60uM 71426 191+4* 71+24 150+6* 68420 326+4* 68420 170+6*
NGF 71426 12245 71424 98+10 68420 45+3 68420 66+5
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Avalia¢do do tratamento com o gangliosideo GM1 25uM, GM1 60uM e NGF sobre a

expressio génica de TrkA em ilhotas isoladas de camundongos NOD

Figura 4- Graficos representativos da expressao génica de TrkA em ilhotas pancreaticas de
NOD nao diabéticos (n=6 para cada grupo), tratadas com GMI1 25uM,
GM1 60uM e NGF. Observou-se diminui¢do da expressdo nos periodos 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 expressdo de TrkA estava

diminuida a partir de 60 minutos de tratamento.

Figura 4a- Gréaficos representativos da expressao génica de TrkA em ilhotas pancreaticas
de NOD pré-diabéticos (n=5 para cada grupo). Observou-se que em culturas
tratadas com GM1 25uM ndo houve diferenca significativa na expressao de
TrkA; houve aumento da expressao no periodo de 60 minutos e diminui¢ao da
expressdo no periodo de 6 horas em culturas tratadas com GM1 60uM,
enquanto que em culturas tratadas com NGF pode-se observar aumento na
expressao de TrkA a partir de 90 minutos de tratamento em relacdo ao

controle.

Figura 4b- Graficos representativos da expressdo génica de TrkA em ilhotas pancreaticas
de NOD ndo diabéticos com adicdo de estaurosporina em cultura (n=5 para
cada grupo).Observou-se diminui¢do na expressao de TrkA no periodo de
30 ¢ 90 minutos e 3 horas em culturas tratadas com GM1 25uM; em culturas
tratadas com GMI1 60uM ocorreu aumento da expressio em 30 minutos,
enquanto que o tratamento com NGF promoveu diminui¢do significativa na

expressao a partir de 90 minutos de tratamento.

Os resultados estdo expressos por média e desvio padrao (*p<0,05 — Mann-Whitney).
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Tabela 3- Dados da expressao génica de TrkA em ilhotas pancredticas isoladas de
camundongos NOD. Os resultados estdo expressos por média e desvio padrdo

(*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* 71420 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%*
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Avalia¢do do tratamento com o gangliosideo GM1 25uM, GM1 60uM e NGF sobre a

expressao génica de pro-insulina-1 em ilhotas isoladas de camundongos NOD

Figura 5- Graficos representativos da expressdo génica de pro-insulina-1 em ilhotas
pancreaticas de NOD nao diabéticos (n=6 para cada grupo), tratadas com GM1
25uM, GM1 60uM e NGF. Observou-se diminui¢do significativa da expressao
de pro-insulina-1 a partir de 60 minutos em culturas tratadas com GM1 25uM,

GM1 60uM e NGF.

Figura S5a- Graficos representativos da expressdo génica de pro-insulina-1 em ilhotas
pancreaticas de NOD pré-diabéticos (n=5 para cada grupo). Observou-se
aumento da expressdo de pro-insulina-1 no periodo de 60 minutos e 6 horas
em culturas tratadas com GM1 25uM, em culturas tratadas com GM1 60uM
houve diminui¢do na expressdo no periodo de 3 horas; enquanto que em
culturas tratadas com NGF houve diminui¢ao na expressao de pro-insulina no

periodo de 90 minutos.

Figura 5b- Gréficos representativos da expressdo génica de pro-insulina-1 em ilhotas
pancreaticas de NOD nao diabéticos com adi¢do de estaurosporina em cultura
(n=5 para cada grupo). Observou-se diminui¢do da expressdao de pré-insulina
a partir de 30 minutos em culturas tratadas com GM1 25uM, GM1 60uM e
NGF.

Os resultados estdo expressos por média e desvio padrao (*p<0,05 — Mann-

Whitney).
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Tabela 4- Dados da expressao génica de pro-insulina-1 em ilhotas pancreaticas isoladas de
camundongos NOD. Os resultados estdo expressos por média e desvio padrdo

(*p<0,05 — Mann-Whitney)

Tratamento Controle 60 min Controle 90min  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*

Avaliacio da concentracdo das citocinas em sobrenadante de ilhotas pancreaticas em

cultura

Para avaliarmos o efeito do tratamento com o gangliosideco GMI1 e do
tratamento com NGF em sobrenadante de ilhotas isoladas em cultura de NOD nao
diabéticos de 4 a 6 semanas de vida, com glicemias entre 80 e 100mg/dL; pré-diabéticos
com idades a partir de 12 semanas de vida e com glicemias entre 100 e 150 mg/dL e de
sobrenadantes de ilhotas pancredticas em cultura de camundongo NOD nao diabético,
incubadas com estaurosporina (incluindo os controles) 1(uma) hora antes de serem tratadas
com NGF e GM1, procedemos a quantificacdo das citocinas IL-1p, IL-12, INF-y, TNF-a e
insulina, pelo método enzimdtico (ELISA). Os resultados estdo expressos com média e

desvio padrao (* p<0,05 — Mann-Whitney) e apresentados a seguir:
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Avaliacio do tratamento com GM1 25uM, GM1 60uM e NGF sobre a concentracao

da citocina IL-1B em sobrenadante de ilhotas pancreaticas em cultura de

camundongos NOD

Figura 6-

Graficos representativos da concentracao da citocina IL-1f3 em sobrenadante de
ilhotas pancreaticas de NOD nao diabéticos em cultura (n=4 para cada grupo),
tratadas com GMI1 25uM, GM1 60uM e NGF. Observou-se aumento da
concentragdo de IL-1PB no periodo de 90 minutos em culturas tratadas com
GM1 25uM e GM1 60uM, enquanto que em culturas tratadas com NGF ndo

houve diferenca significativa na concentracao de IL-1.

Figura 6a- Graficos representativos da concentracao da citocina IL-1 em sobrenadante de

ilhotas pancreaticas de NOD pré-diabéticos em cultura (n=4 para cada grupo).
Observou-se aumento da concentracdo de IL-1B no periodo de 6 horas em
culturas tratadas com GM1 25uM. Em culturas tratadas com GM1 60uM houve
aumento da concentracdo no periodo de 3H e 6H de tratamento, enquanto que
em culturas tratadas com NGF ndo houve diferenca significativa na

concentragao de IL-1p.

Figura 6b- Graficos representativos da concentracao da citocina IL-1 em sobrenadante de

Whitney).

ilhotas pancreéaticas de NOD nao diabéticos, com adi¢do de estaurosporina em
cultura (n=4 para cada grupo). Nas culturas tratadas com NGF, observou-se
aumento na concentracdo de IL-1p no periodo de 90 minutos de tratamento,
enquanto que em culturas tratadas com GM1 25uM e GM1 60uM ndo houve

diferenca significativa da concentragao entre os periodos tratados.

Os resultados estdo expressos por média e desvio padrao (*p<0,05 — Mann-

Resultados

90



100 -

80

60 -

pg/mL

40

C GM125 GM160 NGF [¢] GM125 GM160 NGF C GM125 GM1+60 NGF C GM125 GM160 NGF

60 minutos 90 minutos 3 horas 6 horas

Figura 6

100

80

pg/mL
5
*

20 A
0 " " "
C GM1+25 GM160 NGF Cc GM125 GM160 NGF Cc GM125 GM160 NGF Cc GM125 GM160 NGF
60 minutos 90 minutos 3 horas 6 horas
.
Figura 6a
100 ~
80 -
-EI 60 -
2 -
40
204 T T T T
0 " " .
C GMt25 GM1+60 NGF C  GM125 GM160 NGF C GM125 GM160 NGF C GMt25 GM1+60 NGF

30 minutos 60 minutos 90 minutos 3 horas

Figura 6b

Resultados
91



Tabela 5- Dados da expressdo da citocina IL-1p em sobrenadante de ilhotas pancreaticas

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

desvio padrao (*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 3142
Pré-Diabético 24+5 15+1 22+5 13+1 23+5 52+ 6* 2145 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 1845 25+1 1745 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
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Avaliacio do tratamento com GM1 25uM, GM1 60uM e NGF sobre a concentracao
da citocina IL-12 em sobrenadante de ilhotas pancreaticas de camundongos NOD em

cultura

Figura 7- Graficos representativos da concentracao da citocina IL-12 em sobrenadante de
ilhotas pancreaticas de NOD ndo diabéticos em cultura (n=4 para cada grupo),
tratadas com GMI1 25uM, GM1 60uM e NGF. Observou-se diminui¢do
significativa da concentracdo de IL-12 a partir de 60 minutos em culturas

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

Figura 7a- Graficos representativos da concentracdo da citocina IL-12 em sobrenadante de
ilhotas pancredticas de NOD pré-diabéticos (n=4 para cada grupo),
tratadas com GM1 25uM, GM1 60uM e NGEF. Observou-se diminui¢dao
significativa da concentracdo de IL-12 a partir de 60 minutos em culturas

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

Figura 7b- Graficos representativos da concentra¢ao da citocina IL-12 em sobrenadante de
ilhotas pancreaticas de NOD nao diabéticos, com adi¢ao de estaurosporina em
cultura (n=4 para cada grupo), tratadas com GM1 25uM, GM1 60uM e NGF.
Observou-se diminui¢do significativa da concentracdo de IL-12 a partir de

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

Os resultados estdo expressos por média e desvio padrdo (*p<0,05 — Mann-

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

pancredticas de camundongos NOD em cultura. Os resultados estdo expressos

por média e desvio padrdo (*p<0,05 — Mann-Whitney).

Tratamento Controle 60 min  Controle 90 min Controle 3Horas Controle 6Horas
GM1 25uM 2145 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 2145 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 75+1 2145 8+ 1%
NGF 2145 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% 2145 4+0,5*%
Estaurosporina  Controle 30 min  Controle 60 min Controle 90 min Controle 3Horas
GM1 25uM 18+5 6,5+0,5%* 1745 7+1* 16 +5 7+0,5* 17+4 6,4+ 0,5%
GM1 60uM 18+5 9+0,5% 1745 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%

Resultados

97



Avaliacio do tratamento com GM1 25uM, GM1 60uM e NGF sobre a concentracao
da citocina IFN-y em sobrenadantes de ilhotas pancreaticas em cultura de

camundongos NOD

Figura 8- Graficos representativos da concentragdo da citocina IFN-y em sobrenadante de
ilhotas pancreaticas de NOD ndo diabéticos em cultura (n=4 para cada grupo),
tratadas com GM1 25uM, GM1 60uM e NGF. Nao houve diferenca significativa
em relacdo ao controle na concentracdo de IFN-y a partir de 60 minutos em

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

Figura 8a- Graficos representativos da concentracao da citocina IFN-y em sobrenadante de
ilhotas pancreaticas de NOD pré-diabéticos em cultura (n=4 para cada grupo),
tratadas com GMI1 25uM, GM1 60uM e NGF. Observou-se aumento da
concentragdo de IFN-y a partir de 60 minutos em culturas tratadas com GM1
25uM; enquanto que em culturas tratadas com GM1 60uM e NGF nao houve
diferenca significativa na concentragdo de IFN-y entre os periodos de

tratamento em relagdo ao controle.

Figura 8b- Graficos representativos da concentragdo da citocina IFN-y em sobrenadante de
ilhotas pancreéticas de NOD ndo diabéticos, com adi¢do de estaurosporina em
cultura (n=4 para cada grupo), tratadas com GM1 25uM, GM1 60uM e NGF.
Observou-se aumento da concentragdo da citocina IFN-y no periodo de 90

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

Os resultados estdo expressos por média e desvio padrio (*p<0,05 — Mann-

Whitney).
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Tabela 7- Dados da expressdo da citocina IFN-y em sobrenadantes de ilhotas pancreaticas

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

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

Tratamento Controle 60 min Controle 90 min Controle 3Horas  Controle 6Horas
GM1 25uM 2145 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 2245 24+ 1 23+5 46 + 1 21+5 37+2
NGF 2145 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 2145 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
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Avaliacio do tratamento com GM1 25uM, GM1 60uM e NGF sobre a concentracao

da citocina TNF-0 em sobrenadante de ilhotas de camundongos NOD em cultura

Figura 9-

Graficos representativos da concentragdo da citocina TNF-a em sobrenadante de
ilhotas pancreaticas de NOD nado diabéticos em cultura (n=4 para cada grupo).
Observou-se diminuicdo da concentragdo de TNF-a a partir de 60 minutos em

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

Figura 9a- Graficos representativos da concentracdo da citocina TNF-a em sobrenadante

de ilhotas pancreaticas de NOD pré-diabéticos em cultura (n=4 para cada
grupo). Observou-se aumento da concentracdo de TNF-a nos periodos de
90 minutos e 6 horas e diminui¢do em 3 horas em culturas tratadas com
GM1 25uM; diminui¢ao da concentragao de TNF-a a partir de 60 minutos em

culturas tratadas com GM1 60uM e NGF .

Figura 9b- Graficos representativos da concentracdo da citocina TNF-a em sobrenadante

Whitney).

de ilhotas pancreaticas de NOD ndo diabéticos, com adi¢do de estaurosporina
em cultura ( n=4 para cada grupo). Observou-se diminui¢do da concentragao da
citocina TNF-a a partir de 30 minutos em culturas tratadas com GM1 25uM;
em culturas tratadas com GMI 60uM e NGF houve diminuicdo da
concentragdo da citocina TNF-a no periodo de 30 e 60 minutos ¢ 3 horas ¢

aumento da concentragao em 90 minutos de tratamento em relacao ao controle.

Os resultados estdo expressos por média e desvio padrao (*p<0,05 — Mann-
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Tabela 8- Dados da concentracdo da citocina TNF-a em sobrenadante de ilhotas

pancredaticas isoladas de camundongos NOD em cultura. Os resultados estao

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

Tratamento Controle 60 min Controle 90min  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 2145 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+5 114+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 44+1* 1745 5+1%* 16 +5 12+2 17+4 3+ 1%
GM1 60uM 18+5 15+2 1745 9+ 1% 16+5 34 +2% 17+4 7+2%
NGF 18+5 14+2 1745 5+1%* 16+5 34 +2% 17+4 14+1
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Avaliacao do tratamento com GM1 25uM, GM1 60uM e NGF sobre a concentracao de

insulina em sobrenadante de ilhotas isoladas de camundongos NOD em cultura

Figura 10- Graficos representativos da concentragdo de insulina em sobrenadante de
ilhotas pancreaticas de NOD nao diabéticos em cultura (n=4 para cada grupo).
Observou-se aumento da concentrag¢do de insulina no periodo de 3 e 6 horas
em culturas tratadas com GM1 25uM, em culturas tratadas com GM1 60uM
houve aumento da concentragdo de insulina nos periodos de 60 minutos,
90 minutos ¢ 3horas; enquanto que em culturas tratadas com NGF ndo houve
diferenca significativa na concentracao de insulina entre os periodos de

tratamento.

Figura 10a- Graficos representativos da concentragdo de insulina em sobrenadante de
ilhotas pancreaticas de NOD pré-diabéticos em cultura (n=4 para cada
grupo). Observou-se aumento da concentragdo de TNF-a nos periodos de
3 horas e 6 horas em culturas tratadas com GM1 60uM, enquanto que em
culturas tratadas com GM1 25uM e NGF nido houve diferenca significativa

na concentracao de insulina entre os periodos de tratamento.

Figura 10b- Graficos representativos da concentra¢do de insulina em sobrenadante de
ilhotas pancredticas de NOD ndo diabéticos, com adi¢do de estaurosporina
em cultura (n=4 para cada grupo). Observou-se maior aumento da
concentragdo de insulina no periodo de 90 minutos em culturas tratadas com
GMI1 25uM e NGF, enquanto que em culturas tratadas com GM1 60uM nao
houve diferenca significativa da concentracdo de insulina entre os periodos

de tratamento.

Os resultados estdo expressos por média e desvio padrao (*p<0,05 — Mann-

Whitney).
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Tabela 9- Dados da concentragdo de insulina em sobrenadante de ilhotas pancreaticas de
camundongos NOD em cultura. Os resultados estdo expressos por média e

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

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

GM1 25uM 2145 45+9  22+5 35+5 2245  204+24%  22+5 70+ 13%
Pré-Diabético 24+5  11+1 2245 12405  23+5  28+25  21+5  13+2
GM1 60uM 2145 80+6% 22+5  128+26% 22+5  70+18%  22+5  24+3
Pré-Diabético 2445  25+3 2245  165+15 23+5  87+10%  21+5  74+5%
NGF 2145 27+9  22+5 20+2 2+5 19+5 2+5  28+2
Pré-Diabético 24+5  15+4 2245 14+1 23+5 25+2 2045 17+4

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

GM1 25uM 18+5  48+3 1745 24+4 16+5  127+19%  17+4 37+3
GM1 60uM 18+5  16+1 17+5 13+2 16+5 3246 17+4 36+7
NGF 18+5 2646  17+5 23+2 16+5 89 + 9% 17+4 2545

Imunofenotipificacio

Fotomicrografias representativas das ilhotas pancredticas controle e tratadas
com NGF, GM1 25uM e GM1 60uM de camundongos NOD ndo diabéticos e
pré-diabéticos, marcadas com anticorpos NGF-B, GM1 e TrkA. Aumento de 200x para

cada fotomicrografia.
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Prancha I- A imunofluorescéncia de ilhotas pancredticas de camundongos NOD nao
diabéticos tratadas com NGF, demonstrou maior intensidade da marcagao
com NGF em 90 minutos ¢ 6 horas de tratamento; maior intensidade da
marcagdo com GMI1 em 90 minutos de tratamento e maior intensidade na
marcac¢ao com TrkA em 60 minutos e 3 horas de tratamento. Os resultados
estdo expressos por média e desvio padrao (*p<0,05), com n=4 para cada

marcacdo, incluindo o controle. Os valores estdo em Unidades Arbitrarias

(x10°).
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Prancha II- Ilhotas pancreaticas de camundongos NOD nao diabéticos tratadas com GM1
25uM, demonstrou maior intensidade na marcagdo com GM1 em 90 minutos e
na intensidade de marcagdo com NGF e TrkA nd3o houve diferenca
significativa em comparacdo com o controle em todos os tempos de
tratamento. Os resultados estdo expressos por média e desvio padrao

(*p<0,05), com n=4 para cada marcagdo, incluindo o controle. Os valores

estdo em Unidades Arbitrarias (x10°).
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Prancha III- Ilhotas pancreaticas de camundongos NOD nao diabéticos tratadas com GM1
60uM, demonstrou maior intensidade da marcagdo com NGF em 60 minutos
de tratamento comparado ao controle; maior intensidade da marcacdo com
GM1 a partir de 90 minutos de tratamento e maior intensidade na marcagado
com TrkA ‘a partir de 90 minutos de tratamento. Os resultados estdo
expressos por média e desvio padrio (*p<0,05), com n=4 para cada

marcacao, incluindo o controle. Os valores estdo em Unidades Arbitrarias

(x10°).
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Prancha IV- Na imunofluorescéncia de ilhotas pancreaticas de camundongos NOD
pré-diabéticos tratadas com NGF, mostrou que em todos os tempos de
tratamento apresentaram intensidade de marcacdo com NGF e TrkA menores
que o controle; enquanto que na intensidade de marcagdo com GM1 foi maior
em 60 minutos de tratamento. Os resultados estdo expressos por média e
desvio padrao (*p<0,05), com n=4 para cada marcacao, incluindo o controle.

Os valores estdo em Unidades Arbitrarias (x10°).
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Prancha V- Ilhotas pancreaticas de camundongos NOD pré-diabéticos tratadas com GM 1
25uM, mostrou intensidade de marcagdo com NGF em todos os tempos de
tratamento menores que o controle; na marcacdo com GMI houve maior
intensidade em 6 horas de tratamento ¢ na marcagdo com TrkA maior
intensidade em 3 horas de tratamento. Os resultados estao expressos por média
e desvio padrdo (*p<0,05), com n=4 para cada marcag¢ao, incluindo o controle.

Os valores estio em Unidades Arbitrarias (x10°).
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Prancha VI- Ilhotas pancreaticas de camundongos NOD pré-diabéticos tratadas com GM1
60uM, mostrou que todos os tempos de tratamento apresentaram intensidade
de marcagdo com NGF, GMI e TrkA menores que o controle. Os resultados
estdo expressos por média e desvio padriao (*p<0,05), com n=4 para cada

marcac¢ao, incluindo o controle. Os valores estio em Unidades Arbitrarias
(x10°).
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5- DISCUSSAO
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Estudos anteriores demonstraram que o gangliosideo GMI1 exerce atividade
neurotrofica similar ao NGF extracelular induzindo intracelularmente autofosforilagao 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 presenca do (TrkA) receptor de alta afinidade para NGF tem sido
descrito em células de insulinoma, bem como em células . A sintese e secrecdo de NGF
pelas células B em resposta ao aumento da concentracdao de glicose extracelular ¢ exercida

por NGF no pancreas [105].

Diabetes mellitus ¢ uma doenca de origem autoimune, que em humanos ¢ um
processo dependente de insulina; com células imunes infiltrativas nas ilhotas de

Langerhans, como insulite, levando a destruicao de células  [106].

O tratamento com 100ug de NGF e gangliosideo GM1 nas concentragdes de
25uM e 60uM em ilhotas pancreaticas de camundongos fémeas NOD ndo 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 a¢do imunomodulatoria do gangliosideo GM1 e da
neurotrofina NGF sobre a evolucdo do DM-1, analisando a expressdo génica de NGF,
tirosina quinase A (TrkA) e pro-insulina-1, bem como a concentragdo de citocinas
moduladoras e imunofenotipificacdo destas ilhotas marcadas com NGF, TrkA e GMI.
Em nossos estudos analisamos se a imunomodulagdo de GM1 em ilhotas pancreaticas ¢

similar a de NGF e se estes ativam similarmente a ativagao de TrkA.

Em nossos estudos o peso dos camundongos NOD fémea nao variou conforme
a evolugdo da idade e nem com o aumento de glicemia por volta de 150mg/dL,
considerados pré-diabéticos. Estes valores de glicemia sdo apresentados por animais com
idade de 10 a 14 semanas de vida e nesta fase hd uma progressdo da insulite nas ilhotas
pancreaticas. No camundongo NOD a insulite inicia na 4* semana de vida com progressao
de células inflamatorias e infiltrativas levando a destrui¢ao das células B nas ilhotas

pancreaticas [4, 98, 99, 107].
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Camundongos NOD diabéticos, com glicemias acima de 200 mg/dL, possuem
um numero reduzido de ilhotas pancredticas, média de 1(uma) ilhota pancreatica por animal
devido a insulite, portanto ndo foi possivel realizar este estudo com este grupo de animais,

as ilhotas ndo eram suficientes para serem analisadas na cultura.

A atividade ATPse pelos canais de sodio, potassio e célcio regulam a secrecao
de insulina; principalmente quando célcio ¢ bloqueado, o qual inibe a secre¢do de insulina
em células B. A secrecdo de insulina em células B pancreaticas sdo mediados pela ativacao
do receptor TrkA pelo NGF. Células B sdo precurssoras de ilhotas pancredticas e se
comportam como os neurdnios, expressando moléculas especificas como tirosina
hidroxilase ou dopamina B-hidroxilase estas células sdo eletricamente excitaveis como 0s
neurdnios, envolvendo despolarizagdo celular. Uma das maiores descobertas de estudos
envolvendo crescimento de células B em condi¢des de cultura in vitro € a possibilidade de

analisar os fatores de crescimento como NGF [57].

llhotas pancreéticas de camundongos NOD nao diabéticos, evidenciaram maior
expressao génica de NGF em 90 minutos com o tratamento de GM1 25uM, GM1 60uM e
NGF, na expressdao génica de TrkA em 3 horas de tratamento com GMI1 25uM;
enquanto que na expressdo génica de pro-insulina-1 ¢ 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 pancreéaticas de NOD nao diabéticos.

Insulite ¢ um processo inflamatodrio e infiltrativo com destruicao de células 3 de
ilhotas pancreaticas. Camundongos pré-diabéticos apresentam alto indice de secre¢ao de
insulina em suas ilhotas pancreaticas [108]. Estudos mostraram que a infiltracao de células
mononucleares quando expressas pelo DNA nas ilhotas pancredticas de camundongos,
diminuem a liberacdo de insulina [109]. Isoformas de pro-insulina-1 sdo expressas em
células P nas ilhotas pancreaticas; enquanto a pro-insulina-2 é expressa no timo [110, 111].
Em nossos estudos utilizamos a pro-insulina-1, pois foi relevante nos estudos de variagao

de insulina em ilhotas pancredticas de camundongos NOD.

Observamos que a expressao génica de NGF no tratamento de cultura de ilhotas
pancreaticas em camundongos NOD pré-diabéticos com GMI1 60uM foi maior em

90 minutos de tratamento e com o tratamento de NGF a expressdo génica foi maior em
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60 minutos, entretanto na expressao génica de TrkA ilhotas pancreaticas tratadas com GM1
60uM foi maior em 60 minutos, enquanto que com o tratamento de NGF a expressdo génica
de TrkA foi maior a partir de 90 minutos; enquanto que na expressdo génica de
pro-insulina-1 ¢ maior em 60 minutos e 6 horas de tratamento com GMI1 25uM.
GM1 60 uM comportou-se semelhante ao tratamento com NGF em cultura de ilhotas

pancredaticas de NOD pré-diabéticos.

Acdes biologicas de NGF sdo mediados por meio de dois tipos especificos 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 B ¢
também um regulador de sobrevivéncia e preservador da biossintese e secrecdo de insulina.
Andlises de subpopulagdes funcionais de células B que sobreviveram devido ao NGF,

demonstraram que subpopulacdes desaparecem quando a via de NGF ¢ bloqueada [72].

Estaurosporina ¢ um inibidor especifico capaz de induzir per se um evento de
apoptose da célula; ¢ um inibidor preferencial de tirosina quinase que apresentam sinais de
citotoxidade em concentragdes acima de 70uM e abaixo de 50uM tem efeito de protetor
quando associado ao gangliosideo GM1 [93, 113]. Como a inibi¢do pela estaurosporina ¢
tardia, em nossos estudos decidimos antecipar os tempos de bloqueio em 30 minutos
diferentemente dos tempos de tratamento do protocolo de 24horas com GMI1 25uM,

GM1 60uM e NGF, que foram a partir de 60 minutos.

Observamos que ilhotas pancreaticas de NOD nado diabéticos, adicionadas de
estaurosporina em cultura na expressao génica de NGF foi maior com o tratamento de
GM1 60uM a partir de 30 minutos e na expressdao génica de TrkA na concentracdo de
GM1 60uM foi maior no tempo de 30 minutos, oposto aos tratamentos com GM1 25uM e
NGF. A expressdo génica de pro-insulina-1 se comportou menor com relagdo ao controle
em todos os tempos de tratamento com GM125uM, GM1 60uM e NGF. A estaurosporina
ndo inibiu a expressdo génica de NGF e TrkA no tratamento com GMI1 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 diferengas encontradas na expressao génica entre as concentragoes de GM1
reforcam a hipdtese de que as propriedades modulatérias dos gangliosideos sdo tempo e

dose dependentes.

A participagdo de citocinas IL-1p, IL-12, IFN-y ¢ TNF-a no processo de lesdo e
destruicdo de células B no modelo experimental de DM-1 autoimune estdo bem
fundamentados [27, 33, 38]. Baseados nestas consideragdes, analisamos a concentragao de
citocinas em sobrenadantes de cultura de ilhotas pancredticas isoladas de camundongos
NOD niao diabéticos e pré-diabéticos, através de dosagens imunoenzimaticas (ELISA)

realizadas para averiguar os efeitos de GM1 e NGF sobre as citocinas.

Estudos em NOD [106, 114] sugerem que a resposta autoimune ¢ mediada por
células T-helper (Thl). Interleucina 12 age como um fator de diferenciacdo sobre as células
T CD4", promovendo sua especializagdo em IFN-y produzindo células com resposta Thl,
com importante papel sobre as células  no diabetes mellitus. Experimentos in vitro tem
demonstrado que IL-12 pode agir com IL-2 na proliferacao de células natural killer (NK) e
linfocinas ativadas por células killer e células T [106]. IL-12 estimula a producdo de

IFN-y e TNF-a por células T e NK e redu¢do de IL-4 mediados pelo IFN-y [115, 116].

IL-1B, IFN-y e TNF-o contribuem para o estagio inicial de destruicao
autoimune de células B pancreaticas. IL-1B ¢ responsavel pela ativagdo de macrofagos
residentes dentro das ilhotas e possui acdo citotoxica na estimulagcdo da producdo de 6xido
nitrico (NO) dando inicio a apoptose [114]. Macrofagos e linfocitos T sdo as primeiras
células que aparecem durante o desenvolvimento de diabetes autoimune em ilhotas
pancreaticas. Tem sido sugerido a liberacdo de citocinas pelos monodcitos € macrofagos

incluindo IL-1pB, IL-12 e TNF-a e estes podem estar presentes nas células B [117, 118].

Estudos em pancreas com insulite [117, 118] sobre a expressdo génica de
citocinas de NOD e ratos BB, tem demonstrado aumento de IL-1 ¢ TNF-a em células
monocitica/macrofago infiltrando a ilhota. IL-1p e TNF-a tem um efeito citotoxico sobre as
células B das ilhotas inibindo a secre¢do de insulina in vitro, enquanto que IL-12 tem um
importante papel imunoregulatorio na iniciagdo do processo autoimune pelos linfocitos T

helper 1 (Thl) incluindo producdo IFN-y e TNF-a [117, 118]. O IFN- y é produzido nao

Discussio

128



apenas pelas células Thl CD4+,mas por CD8+ (células citotoxicas T e células NK).
Assim, citocinas tipo 1 (IL-12, IL-2, TNF-B e IFN-y) primeiramente estimulam células

mediadoras de imunidade e IFN-a e TNF-a sdo citocinas pro-inflamatorias [32, 119].

A lesdo causada pela insulite destroem as células B quando as citocinas
tipo 1 (IFN-y, IL-2 e TNF-B) produzidas por leucécitos infiltrados na ilhota provocam um
desequilibrio sobre as citocinas tipo 2 ( IL-4 e IL-10) [32, 118, 120]. Citocinas como IFN-y,
IL-1, TNF-a e TNF-B sdo citotoxicas para ilhotas pancredticas in vitro, estas citocinas
individualmente inibem a sintese de secre¢ao de insulina e em conjunto levam a destrui¢ao

das células  [121].

Observamos que a concentracao da citocina IL-1f foi maior no tratamento com
GM1 25uM e GM1 60uM em 90 minutos de tratamento em culturas de ilhotas pancreaticas
de camundongos NOD ndo diabéticos e em 3 e 6 horas em culturas de ilhotas pancreaticas

de NOD pré-diabéticos.

A principal funcdo da IL-1, semelhante ao TNF ¢ mediar a resposta
inflamatoria do hospedeiro na imunidade inata. A produgdo de IL-1 pelos fagocitos
mononucleares pode ser desencadeada por citocinas derivadas de macroéfagos como no caso
o TNF ou pelo contato com as células CD4". Estudos sugerem que a resposta autoimune
direcionada contra células B da ilhota de Langerhans ¢ mediada por linfocitos Thl
responsaveis pela producdo de citocinas proé-inflamatorias na fase efetora da insulite no
camundongo NOD [34, 38]. Uma variedade de citocinas ¢ encontrada na lesao pancreatica
deste modelo experimental correlacionando com a insulite destrutiva e com a expressao de
citocinas pro-inflamatérias Thl (IL-1B, TNF-0, IFN-y e IL-12). Por outro lado,

citocinas Th3 (TGF-B) podem regular o processo inflamatorio autoimune. [100, 122, 123].

Niveis diminuidos de IL-12 em nossos resultados, sugerem participagdo do
NGF e de GM1 na modulagao das citocinas inflamatdrias caracterizando a resposta Th1 em

camundongos nao diabéticos e pré-diabéticos.

Observamos que a concentragdo de IFN-y foi maior a 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 pancredticas de camundongos NOD ndo diabéticos adicionados de estaurosporina

em cultura.
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A mais importante citocina produzida pelas células Thl ¢ o IFN-y. A principal
funcdo efetora das células Thl ¢ a defesa contra as infeccdes mediadas pelos fagdcitos;
¢ produzido pelas células T CD4" ¢ CDS" ativadas e pelas células NK. IFN-y sintetiza
TNF-a e IL-1 que sdo moléculas efetoras em camundongos. IL-12 ¢ importante na fase

inicial da resposta Thl, pois induz IFN-y [100, 122, 123].

Observamos que a concentragao de TNF-a foi maior a 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
pancreaticas de camundongos NOD ndo diabéticos adicionados de estaurosporina em

cultura.

Considerando a andlise da expressdo de citocinas IL-1p, IL-12, IFN-y e TNF-a
em ilhotas pancredticas de camundongos NOD ndo diabéticos e pré-diabéticos,
os resultados apresentados demonstraram que a expressdo destas citocinas no grupo de
tratamento com NGF eram semelhantes ao grupo de tratamento com GMI.
Na concentragdo das citocinas IFN-y e TNF-a houve maior expressao de GM1 25uM em

camundongos pré-diabéticos.

Desde a descoberta do camundongo NOD estdo sendo estudados quais sdo os
tipos de células infiltrativas nas ilhotas pancredticas e a suscetibilidade dos genes que
levam ao diabetes mellitus [124]. A baixa liberagdo de insulina observada durante o
desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 1 e tipo 2 tem sido associado com a intolerancia
a glicose. Estudos verificaram que este processo ocorre quando ha insulite, envolvendo as

células B em ilhotas pancreaticas de diabéticos [109].

Observamos que a concentracdo de insulina em sobrenadantes de ilhotas
pancredticas aumentou nos tratamentos com GM1 25uM e GM1 60uM em camundongos
NOD nao diabéticos, em NOD pré-diabéticos a concentragdo de insulina aumentou no
tratamento com GMI1 60uM e aumentou nos tratamentos com GMI 25uM e NGF em
ilhotas pancredticas adicionadas de estaurosporina em cultura em NOD ndo diabéticos.

Portanto, ilhotas tratadas com GM1 aumentam a liberagdo de insulina.
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Tratamentos de células B com NGF ou dbcAMP (dibutil AMP ciclico)
induzem ao aumento nos niveis de mRNA de TrkA. Niveis mais elevados de mRNA de
TrkA foram observados quando as células foram tratadas com NGF junto com dbcAMP.
O aumento na expressao de mRNA de TrkA dbc AMP em células tratadas sugere que um
maior numero de receptores de membrana para NGF esteja presentes nestas células.
Isto poderia explicar que mais células sensiveis a acdo do NGF tem interacdo entre os
receptores de NGF. Prolongadas exposi¢des ao NGF induziu um aumento de mRNA de
TrkA em células PC12 e em neurdnios colinérgicos, onde NGF tem um papel critico na
expressao do gene de TrkA. Estes estudos demonstraram que o aumento da afinidade para o

NGF talvez expressa mais células sensitivas a acdo do NGF (Rosenbaum et al.,1998) [104].

A funcao e sobrevivéncia das células f dependem fortemente de nutrientes e de
fatores de crescimento, como glicose e NGF, respectivamente. A interagdo desses
nutrientes e fatores de crescimento promove o crescimento e manutengdo destas células por
meio de mecanismos ainda nao elucidados [125]. A sinalizagdo de NGF via TrkA,
seu receptor de alta afinidade, possui um importante papel na proliferagao e sobrevivéncia
de células B [57, 71, 126]. Sabe-se que em células neuronais, os efeitos de neurotrofinas
podem ser reproduzidos pelo gangliosideo GMI1, embora as neurotrofinas sejam
farmacologicamente mais potentes. As propriedades neuroprotetoras do GMI1 sdo
semelhantes as neurotrofinas e por esta razdo, seus mecanismos de agdo sdo similares

[127].

Neste contexto, nos ensaios de imunofluorescéncia, verificamos que ilhotas
pancredticas de camundongos NOD ndo diabéticos e pré-diabéticos tratados com GM1
25uM, GM1 60uM e NGF expressam marcagdo para NGF, GM1 e TrkA de maneira

semelhante ao tempo de expressdo génica observados neste trabalho.

Mallei et al., 2004 [128] expuseram células NIH-3T3 que expressam receptores
de TrkA a seu respectivo ligante NGF e a GMI, conhecido por ativar este receptor.
A sintese de NGF foi entdo determinada em nivel génico e protéico. Estes autores
verificaram que o GM1 aumentou de maneira tempo-dependente a expressdo génica e 0s
niveis protéicos de NGF. Interessantemente, outros autores demonstraram que GMI1
também aumenta os niveis de RNAm de NGF in vivo, em cérebro de ratos, indicando que

os efeitos deste gangliosiideo ndo ocorrem somente em linhagens celulares in vitro [129].
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A similaridade entre os resultados da imunofenotipificacdo com a expressao
génica de ilhotas pancredticas tratadas com GMI1 25uM e GM1 60uM em camundongos
ndo diabéticos e pré-diabéticos nos leva a observar que GM1 ¢ tempo e dose dependente na

expressao de receptores em cultura de ilhotas pancreaticas.

Nossos resultados demonstraram que a agdo de GM1 em ilhotas pancreaticas de
camundongos NOD nao diabéticos e pré-diabéticos, ¢ semelhante a de NGF e estes ativam
similarmente a expressdo génica de NGF, seu receptor TrkA e insulina e a modulagdo das
citocinas inflamatorias, caracterizando a resposta Th1, sugerindo a liberacao da insulina de
maneira a proteger as células B nos processos inflamatorios e infiltrativos que ocorrem nas

ilhotas pancreaticas.
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6- CONCLUSAO
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A partir dos resultados obtidos neste trabalho podemos concluir que:
- Em ilhotas pancreaticas isoladas em cultura de camundongos NOD ndo diabéticos:
e GMI1 e NGF diminuem a expressdo génica de pro-insulina-1;

e A estaurosporina nao inibiu a expressao génica de NGF e TrkA no tratamento com

GM1 60uM.
- Em ilhotas pancreaticas isoladas em cultura de camundongos NOD pré-diabéticos:

e GMI1 aumenta a concentragdo das citocinas IL-1p, IFN-y e TNF-a em sobrenadantes de

ilhotas isoladas.

- Em ilhotas pancredticas isoladas em cultura de camundongos NOD ndo diabéticos e

pré-diabéticos:
1- Nossos resultados reforcam que a agao de GM1 ¢ semelhante ao de NGF;

2- NGF e GMI aumentam a expressdo génica de NGF e seu receptor de alta afinidade

(TrkA);

3- GM1 aumentam a concentragdo de IL-1p e diminuem a concentracdo da citocina

inflamatoria IL-12 em sobrenadantes de ilhotas isoladas;
4- Quando tratadas com GM1, a liberacao de insulina aumenta;

5- A¢do de GMI1 ¢ tempo e dose dependente na expressdo génica de NGF, TrkA e
pro-insulina-1 e na acdo das citocinas inflamatorias e insulina em cultura de ilhotas

pancreaticas.
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