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Estudo do Provivel Papel do Virus Coxsackie B4 na Diabetes Mellitus Dependente de

Insulina

A similaridade entre a proteina P2-C do virus Coxsackie B4 ¢ GAD humano e o
possivel papel dessa homologia de epéStopos no desenvolvimento de uma resposta imune
especifica na diabetes mellitus dependente de insulina (DMDI) foi investigada.

Foram produzidos anticorpos contra os peptidios sintéticos P2-C, GADg; ¢ GADg; ¢
sua imunoreatividade frente a GAD total purificado de cérebro e pancreas de camundongos
foi analisada através do ELISA e Immunoblotting.

Além disso, anticorpos anti-P2-C ¢ anti-GAD foram pesquisados de camundongos
infectados com virus Coxsackic B4 e nos soros de pacientes com diabetes mellitus
dependente de insulina.

Os antissoros anti-peptidios (anti-P2-C , anti-GADgs e anti-GADs7) reagiram
fortemente com os respectivos peptidios homologos, o antissoro anti-P2-C reagiu
cruzadamente com GADgs tio eficientemente quanto anti-GADss com P2-C, porém nfo foi
detectada reagfo cruzada entre P2-C e GADg, embora a reagio entre os dois GADs tenha
sido bastante intensa,

O antissoro P2-C formou imunocomplexo com GAD;; purificado de cérebro e
pancreas de camundongo, enquanto que anti-GADgs ¢ anti-GADg; também mostraram

capacidade de formar imunocomplexos com GAD dessas duas fontes.
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A maioria dos soros de camundongos infectados foram reativos a GAD purificado de
cerebro e péncreas de camundongo e ao peptidio P2-C, enquanto que somente alguns soros
reagiram ao peptidio GADgs e muito poucos ao peptidio GADg-.

Muitos soros diabéticos reagiram com GAD;;s purificado e também com os peptidios
P2-C ¢ GADg¢s mas somente muito poucos reagiram com o peptidio GADs;. A
imunoreatividade dos soros de camundongos ¢ dos soros humanos foi bloqueada por
absorgido com GAD purificado de cérebro de camundongo.

Os resultados sugerem que o mimetismo molecular deve ter um papel na patogénese

da Diabetes mellitus dependente de insulina (DMDI).
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The possible role of amino acid sequence and epitope homologies between a protein
P2-C of Coxsackie virus B4 and human GAD in the development of host-specific immune
response in insulin-dependent diabetes mellitus (IDDM) (molecular mimicry) was
investigated. Peptide antibodies to the P2-C protein, GADgs and GADs; were raised to
analyze their immunoreactivity by enzyme-linked immunosorbent assay and immunoblotting
with GAD purified from the brain and pancreas of mice that develop hyperglycemia after the
infection. Additionally, antibody reactivity to these peptide antigens was assessed in sera
from the virus-infected mice and IDDM patients. All three peptide antisera reacted very
strongly with homologous peptides; P2-C antiserum cross-reacted with GADgs as efficiently
as GADgs antiserum with P2-C, but no cross-reaction was detected between P2-C and
GADeg; although cross-reaction between the two GADs was quite pronounced. P2-C
antiserum immunocomplexed with GADss from mouse brain or pancreas, whereas GADqs
and GADs; antisera both immunocomplexed with the two GADs from these sources. Most
of the sera from virus-infected mice were reactive to brain and pancreas GADgs and also to
P2-C peptide, whereas some reacted to GADqs and a few to GADg; peptides. A number of
IDDM sera reacted with mouse GADss and also with P2-C and GADgs peptides, whereas
only a few reacted with GADs; peptide. The immunoreactivity of the mouse and IDDM sera
to P2-C and GADss peptides was blocked by pre-adsorption with mouse GAD. The results

suggest that molecular mimicry may play a role in the pathogenesis of the disease.



1. Introducio



1.1 Diabetes Mellitus Dependente de Insulina (DMDI)

A diabetes mellitus dependente de insulina (DMDI), ou diabetes tipo I, é uma
desordem autoimune que ocorre em individuos geneticamente suscetiveis, como resultado
da destruigdo das células B, das ilhotas de Langerhans do pincreas, que sdo as secretoras de
insulina {4, 27].

O processo autoimune que leva 4 destruigdo das ilhotas comega frequentemente
antes da idade adulta e ¢ altamente seletivo, pois afeta somente as células B resultando na
deficiéncia da produgfio de insulina, enquanto que as demais células que fazem parte das
ithotas permanecem intatas. Uma outra caracteristica desse processo ¢ a lentidio com que o
mesmo se desenvolve, podendo levar anos até o aparecimento de sintomas como
hiperglicemia e cetose, que s0 acontecem quando aproximadamente 80% das células § ja
estdo destruidas.

A primeira grande evidéncia do envolvimento do sistema imune na DMDI € a
presenga de uma lesdo especifica, denominada insulitis [145], observada em modelos
experimentais e em tecido pancreatico da necropsia de individuos que morreram logo apés o
aparecimento clinico da diabetes. Essa lesdo é caracterizada por infiltrados de células
mononucleares dentro e ao redor das ilhotas de Langerhans e inimeros trabalhos relatam o
aparecimento de insulitis em pacientes com DMDI recém diagnosticada [23, 56, 85].

O fato de muitos pacientes apresentarem além da DMDI outras doengas autoimunes
[22, 62, 79], assim como a presenga de anticorpos circulantes contra antigenos naturais das
ilhotas em individuos diabéticos recém diagnosticados também sdo evidéncias que sugerem

o envolvimento da autoimunidade na DMDI.



Um nimero cada vez maior de antigenos presentes nas células das ilhotas vem sendo
identificados [6, 24]. Sdo eles: sialoglicolipideo (um dos autoantigenos para islet-cell
antibody - ICA), 64-kD, insulina, receptor de insulina, 38-kD, proteina 69-kD (alvo para os
anticorpos anti-soroalbumina bovina), transportador de glicose, heat shock protein 65 (hsp
65); carboxipeptidase H, 52-kD, ICA12, ICA512 (tirosina fosfatase), 150-kD e antigeno
polar RIN.

A relevincia desses antigenos como alvo do reconhecimento imune na DMDI ainda
estd sendo estabelecida, mas dentre eles, um dos mais importantes e bem caracterizados, é
64-kD, uma proteina que s6 ¢ encontrada na membrana das células B, e que recebeu esta
denominagdo de acordo com o seu peso molecular [8]. Recentemente descobriu-se que esta
proteina € a enzima glutamato descarboxilase (GAD) [10], a responsavel pela conversdo de
4cido glutdmico em acido y-aminobutirico (GABA), o principal neurotransmissor inibitorio
no SNC [50].

GAD possui duas formas isoméricas denominadas GADgs € GADgs, de acordo com
seus pesos moleculares de 65.000 e 67.000, respectivamente, e que sfo codificadas por
genes diferentes [49]. A homologia entre as duas formas moleculares é de aproximadamente
70%, sendo que ambas estdo presentes no cérebro e nas ilhotas e ndo apresentam diferencas
qualitativas entre si [34, 49].

Os anticorpos anti-64-kD ou anti-GAD parecem ter uma participagdio secundaria na
destruicdo das células B, uma vez que essa destruigio é mediada principalmente por
linfocitos T, embora linfocitos B e macrofagos também participem do processo [19]. Sendo
assim, ¢ dificil atribuir a esses autoanticorpos um papel patogénico na diabetes, no entanto,

ndo deve ser esquecido que eles indicam a presenga de linfocitos B com receptores



especificos para GAD, que juntamente com outras células apresentadoras de antigeno,
devem apresentar GAD para os linfocitos T auxiliares, que so essenciais na manutencio da
autoreatividade contra as células B.

E caracteristica ndo so da diabetes, como também de outras doengas autoimunes, a
presenga de autoanticorpos no soro dos pacientes. No caso especifico da DMDI, anti-64-
kD, anti-insulina ¢ anti-ICA (islet cell antibody) atuam como marcadores pré diabéticos, pois
podem ser detectados no soro, meses e até mesmo anos antes do aparecimento dos
sintomas da doenga [5, 9, 42, 115, 120, 135].

Ainda nio se conhece o agente responsavel pela iniciagiio do processo autoimune
que destroi as células B, mas certamente a patogénese da DMDI envolve fatores genéticos e
ambientais. Os fatores genéticos sio criticos no desenvolvimento da diabetes, porém
sozinhos ndo sdo suficientes para produzi-la, uma vez que a taxa de concordincia para o
desenvolvimento da DMDI entre gémeos idénticos é de 50% [14, 106, 110]. A natureza do
componente ambiental ainda ndo estd bem estabelecida, mas agentes infecciosos (a maioria
virais) [132] e agentes quimicos (a maioria dietéticos) [21, 47, 71, 72, 88, 94, 99] também

tém participagdo no processo de destrui¢io das células .

1.2 Virus e Diabetes Mellitus Dependente de Insulina

Um aspecto importante na patogenia da DMDI ¢ sua associagio com infecgles
virais. Estudos sobre a possibilidade desse envolvimento tiveram inicio ainda no século
passado, através de notificagcdes feitas sobre pacientes que desenvolveram diabetes logo

apds infecgdo pelo virus da caxumba [100, 67]. Desde entdo, trabalhos que documentam



uma relagfo temporal entre o aparecimento de certas infecgdes virais € o desenvolvimento
de diabetes tem sido uma constante [11, 55, 60, 73, 103, 124].

Muitos virus diferentes, pertencentes a inGmeras familias, tém potencial para
danificar as células B do pincreas, porém é bastante dificil se demonstrar in vive que eles
realmente causam diabetes.

Embora um grande nimero de virus estejam implicados com o desenvolvimento de
diabetes, mais notadamente caxumba e rubéola [11, 59, 60, 73, 103, 124], sdo os
picornavirus que exibem uma estreita associagio com casos da doenga [12, 15, 132], sendo
que o melhor modelo experimental de diabetes induzida por virus ¢ conseguido com o virus
da encefalomiocardite (EMC), um picornavirus.

Além dos virus ja mencionados, ji existem algumas evidéncias mais solidas da
associagio de citomegalovirus e retrovirus com a diabetes. Em trabalho recente, Pak ef al.,
mostraram que citomegalovirus de origem humana podem induzir o aparecimento de
anticorpos ICA que reagem com o autoantigeno 38-kD das ilhotas pancreaticas do homem
[112]. Com relagdo as retroviroses, Suenaga ef al. verificaram que a administragio de
ciclofosfamida em camundongos NOD (non obese diabetic) deve aumentar a expressio de
particulas endogenas “retroviruslike” pelas células B, e isto estd associado com

desenvolvimento de insulitis severa e diabetes [128].

1.3 Mecanismo de Ag¢io dos Virus Diabetogénicos

Os virus diabetogénicos podem levar & DMDI por inimeros mecanismos, mas

principalmente causando infecges citoliticas ou infecgdes persistentes [134, 153].



Na infecgio citolitica, a replicagdo dos virus nas células B resulta na lise das mesmas,
que s3o entdo destruidas por ataque direto do virus, independentemente da autoimunidade.

Quando o processo ¢ persistente o virus aciona a autoimunidade, que gradualmente
leva a destruiciio das células 8. Esse tipo de mecanismo pode ser exemplificado pela
sindrome da rubéola congénita, quando a infecgio se da ainda no ttero e a diabetes 56
aparece 5 a 20 anos mais tarde em aproximadamente 12 a 20% dos individuos afetados pela
sindrome [15].

No que diz respeito aos picornavirus, eles niio sio exclusivamente liticos, podendo
também causar infecgbes persistentes [20, 25, 123], preferencialmente em criangas, porque
seu sistema imune imaturo favorece esse tipo de infecggio.

Qual o exato papel dos virus na indugio da autoimunidade e porque ela persiste, sdo
questdes ainda sem resposta, porém alguns possiveis mecanismos de como isso deve ocorrer
tém sido sugeridos [132, 153].

Cogita-se que os virus poderiam acionar a autoimunidade:

* Induzindo alteragdes nos tecidos do hospedeiro para os quais sdo tropicos

e Induzindo alteragdes nas células do sistema imune

* Mimetizando antigenos do hospedeiro (mimetismo molecular)

Na primeira hipotese, as alteragdes seriam causadas por modificagio ou exposi¢io
pelo virus dos antigenos da propria célula hospedeira ou entdo insercio de antigenos virais
nessas mesmas células. Um outro mecanismo seria a indugdo da expressdo inapropriada de
antigenos do MHC,

Na segunda hipltese, os virus destruifiam ou estimulariam determinadas

subpopulagdes de linfocitos levando a um desequilibrio do sistema imune.



Cada um desses mecanismos agindo separadamente ou em conjunto podem levar

individuos, que ja apresentem uma predisposigio genética, ao desenvolvimento da diabetes.

1.4 Virus Coxsackie e Diabetes Mellitus Dependente de

Insulina

Os picornavirus que sdo virus muito pequenos, de RNA de fita simples, ndo
envelopados e com simetria icosaédrica pertencem & familia Picornaviridae. Esta é dividida
em quatro géneros ou grupos genotipicos [113] que sdo: Aphiovirus (grupo I}, Cardiovirus
(grupo II), Enterovirus (grupos Il e IV) e Rhinovirus {grupo IV). Todos esses géneros
estdo associados com diabetes nos animais [13, 20, 38, 130, 132, 133, 143, 152], mas
somente alguns enterovirus, especialmente virus Coxsackie e possivelmente virus Echo
parecem estar relacionados com diabetes no homem [1, 3, 28, 51, 61, 83, 87, 105, 107,
108, 129, 148, 151].

Os virus Coxsackie que receberam esse nome porque o primeiro isolamento se deu
na cidade de Coxsackie, New York, EUA, sio divididos em 2 grupos patogénicos para o
homem: A e B. O grupo A apresenta 23 sorotipos (CAl - CA22, CA24) e o grupo B seis
sorotipos (CB1 a CB6).

Eles sio encontrados no mundo inteiro e a maioria das infecgdes ocorrem na
infincia, sendo muitas vézes intra-uterinas, mas as reinfecgbes podem acometer tanto
criangas como adultos. A transmissdo se da principalmente pela via oro-fecal, mas também

existe a possibilidade de transmissdo por goticulas respiratérias.



Um niimero muito grande de doengas podem ser causadas por Coxsackie dos grupos
A e B, e essa variedade reflete um amplo espectro de tropismo desses virus para orgdos e
tecidos do hospedeiro [102].

Dentre as inimeras doengas causadas por virus Coxsackie do grupo B (CB) esta
provavelmente a DMDI, por isso virus pertencentes a esse grupo, especialmente CB4, tem
sido extensivamente estudados [1, 3, 87, 106, 107, 108, 148, 151].

A associagdo de CB4 com DMDI esta baseada em estudos soroldgicos ¢
epidemiologicos [43, 44, 54, 55, 93], em casos que documentam o isolamento do virus de
pacientes que morreram logo apos uma descompensacgio diabética aguda {1, 3, 28, 61, 87,
106, 107, 108, 148], e em estudos em modelos animais [12, 33].

Um grande nimero de trabalhos tem detectado um aumento dos niveis de anticorpos
anti-CB4 em pacientes diabéticos recém diagnosticados, constatando-se que
aproximadamente 1/3 desses pacientes apresentam esses anticorpos [16, 17, 39, 97, 114,
118, 122].

No primeiro estudo soroepidemiologico que utilizou como controle soros de
individuos nfio diabéticos, Gamble ef al. [53] constataram que pacientes recém-diabéticos
apresentavam um titulo de anticorpos anti-CB mais alto que os dos soros controle ¢ que dos
individuos diabéticos ha mais de trés meses, porém esses achados nio foram confirmados
por outros autores [45, 74, 77]. Paralelamente a esse estudo, esse mesmo autor verificou
que havia uma relagdo entre a incidéncia de DMDI e a de CB4, mas nfio com outros tipos de
vitus [54].

A utilizagio de novas técnicas tem facilitado a pesquisa de anticorpos anti-

enterovirus nos soros de diabéticos, como no trabalho de Clements ef al [36] que



detectaram RNA de enterovirus, através de PCR, em 64% das amostras de soro examinadas,
sendo que as seqiiéncias de algumas amostras positivas mostraram homologia com CB3 e
CB4, ¢ também com as sequéncias comumente encontradas em criangas diabéticas
infectadas.

De qualquer maneira, os estudos soroepidemiologicos em geral sio muito
controversos para permitir conclusSes mais definitivas, sendo que os relatos de casos de
pacientes nos quais foi comprovada uma associacio direta entre a infecciio viral e o
desenvolvimento subseqiiente de diabetes, através do isolamento do virus, sio bem mais
convincentes do envolvimento de CB com DMDI.

Em 1976, Gladish ef al. [61] relataram o caso de uma crianga de 5 anos que
apresentou miocardite ¢ diabetes 2 a 3 semanas apds uma cirurgia cardiaca. Na necropsia as
ilhotas de Langerhans apresentaram infiltrado linfocitico, células B necrosadas e antigenos
virais, assim como altos niveis de anticorpos anti-Coxsackie no soro.

Em 1979, Yoon et al. [151] realizaram o mais significativo desses trabathos isolando
virus Coxsackie B4 do pancreas de uma crianga de 10 anos que morreu apds o inicio
abrupto de cetoacidose diabética, que se seguiu a uma infecgio semelhante 3 gripe. Na
necrdpsia foram observadas insulitis e necrose das células B, e o virus isolado do pancreas
do paciente foi capaz de causar diabetes quando inoculado em camundongos SJL.

Em 1980, Champsaur ef al. [28] publicaram o estudo do caso de uma crianca de 16
meses de idade que apresentou diabetes apds uma infecgdio por Coxsackie B5. O virus foi
isolado das fezes e quando inoculado em camundongo causou sintomas de intolerdncia &

glicose.
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InGimeros casos semelhantes aos ja mencionados [3, 82, 87,106, 107, 108, 129, 148],
tém sido publicados, mas a prova final do envolvimento das viroses, especialmente CB4, na
DMDI, ainda est4 faltando.

Dentro de um mesmo tipo de virus podem ocorrer variantes que muitas vézes exibem
diferentes tropismos e graus de viruléncia [69].

Os virus Coxsackie atacam preferencialmente o tecido acinar do péincreas, mas
também podem danificar as ilhotas de Langerhans [26, 68, 142]. Em 1974, Coleman ef al.
[37] verificaram que camundongos CD-1 quando infectados por CB4 apresentavam uma
elevagio transitoria da glicose 15 a 20 dias apés a infecgdo. Porém, esses resultados ndo
puderam ser reproduzidos nem pelos préprios autores, e uma explicagfio plausivel para esse
fato é que, em camundongos, a maioria das linhagens de Coxsackie sdo muito pouco
tropicas, € uma maneira de aumentar o tropismo desse virus para célula B € através de
passagens seriadas do virus em cultura destas células [111, 127, 140}.

Com relagio a CB4, nem todas as variantes sdo diabetogénicas, esse potencial
depende ndo s6 da linhagem de virus selecionada como também da estrutura genética do
hospedeiro. Em estudo realizado em camundongos, verificou-se que somente certas
linhagens desses animais desenvolvem diabetes quando expostas a CB4 e também que
camundongos machos desenvolvem diabetes mais severa do que as fémeas [150].

Variantes diabetogénicas podem se originar das nido diabetogénicas devido 2 elevada
taxa de mutagic de CB4 (10 mutagGes/base) [116] o que gera uma grande
heterogeneidade de particulas virais dentro de uma mesma linhagem. Esse fato pode ser
exemplificado pela linhagem E2 de CB4 (CB4 E2) que apresenta duas populagSes distintas

de particulas, sendo que a menos infectante ¢ a mais diabetogénica [33].
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Estudos genéticos vém sendo realizados para determinar a sequéncia de algumas
linhagens diabetogénicas ou pancreatrépicas de picornavirus [81, 86, 117, 139].

Em 1987 Jenkins et al. determinaram a sequéncia completa do genoma da linhagem
protétipo de CB4, JBV (Van Barscholten), nio diabetogénica, ¢ o compararam com o
genoma de alguns outros membros da familia Picornaviridae [81]. Em 1994, Kang ef al.
[86] clonaram ¢ sequenciaram o genoma da linhagem diabetogénica E2 de CB4, e o
compararam com o genoma de JBV. Esses autores verificaram oito substituigdes na regido
P2-C da linhagem E2 e sugeriram que as substitui¢des de aminoacidos tanto nas proteinas
capsidicas como nas nfo capsidicas devem estar envolvidas na diabetogenicidade das

amaostras.

1.5 Mimetismo Molecular

O termo mimetismo molecular foi formalmente definido por Damian em 1964 como
sendo o compartilhamento de determinantes antigénicos entre hospedeiro e parasita [40].
Mais recentemente, ¢ mimetismo molecular foi reconhecido como sendo um importante
mecanismo de patogénese viral mediador da autoimunidade [109], que s6 ocorre quando os
determinantes do microrganismo e hospedeiro sdo similares o bastante para reagir
cruzadamente, ainda que diferentes o bastante para quebrar a tolerincia imunologica.

Esse fendmeno parece ser mais comum do que se suspeitava originalmente [52,

80,101] e inameros sdo os exemplos de mimetismo que ocorrem na natureza .
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No que diz respeito & DMDI e ao provavel papel de alguns virus na indugdo do
processo autoimune de destruigdo das células B, trabalhos recentes tém sugerido que o
mimetismo molecular pode ser 0 mecanismo que aciona esse processo.

Em 1993, Karounos ef al. [89], utilizando anticorpos monoclonais demonstraram
que uma proteina do capsidio do virus da rubéola reage cruzadamente com o autoantigeno
52-kID das c€lulas B, o que explicaria a alta incidéncia de DMDI em individuos portadores
da sindrome da rubéola congénita.

Com relagdo ao virus Coxsackie, particularmente CB4, que como visto
anteriormente apresenta uma forte associagio com a DMDI, Kaufman ef al. [90]
descobriram uma grande similaridade entre GADss, e a proteina P2-C desse virus. Essa
proteina, composta por 329 aminoacidos e com peso molecular de 27.000 a 37.000 é uma
proteina altamente conservada entre os virus Coxsackie, principalmente B3 e B4, e parece
estar envolvida na sintese de RNA [102].

A similaridade entre GADes ¢ P2-C reside num segmento de 6 aminoacidos
(PEVKEK) idéntico em ambas as proteinas, sendo que esta sequéncia corresponde aos
residuos 260-266 em GADs; e aos residuos 37-43 em P2-C.

A notavel homologia entre GADgs, GADg; e P2-C sugere que o mimetismo
molecular deve ter um papel na patogénese da DMDI e, embora outros virus apresentem
similaridades com GADss [84], somente o virus Coxsackie B4 exibe homologia com GAD

na regiio PEVKEK.
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1.6. Objetivos

O objetivo maior desse trabatho foi testar a hipdtese do mimetismo molecular
virus/GAD analisando-se:

1. A imunoreatividade dos antissoros de coelho anti-peptidios (anti P2-C, anti-

GADsgs e anti-GADs7) com os peptidios homoélogos e heterologos e com GAD total

purificado de cérebro e pancreas de camundongos.

2. A imunoreatividade dos soros de camundongos infectados com CB4 E2 frente
aos peptidios P2-C, GADss ¢ GADg; ¢ frente a GAD total purificado de cérebro e

pancreas de camundongos.

3. A imunoreatividade dos soros de pacientes com DMDI recém diagnosticada
frente aos peptidios P2-C, GADgs ¢ GADg; e frente a GAD total purificado de

cérebro e pancreas de camundongos.



2. Material e Mét_odos
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2.1 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem CD-1 machos, livres de virus, de 5 a 6
semanas de idade, adquiridos do laboratério Charles River (Wilmington, M.A., USA) ¢
tambeém coelhos Chinchilla gigante, fémeas de 3 a 4 Kg, cedidos pelo laboratério Griffin
(New York State Health Department, Guilderland, N.Y USA).

Os camundongos CD-1 foram escolhidos por serem suscetiveis a diabetes, induzida

por virus Coxsackie B4,

2.2 Virus

A linhagem diabetogénica E2 do virus Coxsackie B4 (CB4 E2) nos foi cedida pelo
Dr. SR. Webb (Dept. of Biology, Virginia Commonwealth University, Richmond, VA,
USA). Essa linhagem foi obtida através da purificagio por plaqueamento [69], de uma
amostra humana de virus Coxsackie (Edwards), que foi originalmente isolada do tecido
miocéardico de uma crianga com infecgio generalizada por virus Coxsackie, necrose focal e

inflamagdo do péincreas [92].

2.3 Cultivo do Virus

Os virus foram cultivados em células BGM (Buffalo Green Monkey Kidney Cells) de

acordo com metodologia ja descrita [146). As células foram mantidas em meio minimo
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essencial (MME) de Eagle (GIBCO, New York, NY, USA), acrescido de soro fetal bovino
(10%) e gentamicina (50 pg/ml) e incubadas a 37°C em presenca de 5% de CO;, por
aproximadamente cinco dias, ou pelo tempo suficiente para a monocamada celular tornar-se
100% confluente.

A infecgfio das células foi realizada com uma multiplicidade de infecgio (MOI) de
0,5 unidades formadoras de placa (PFU), e ap6s 24 horas a 37°C, quando mais de 90% das
células mostraram efeito citopatico, os virus foram liberados por trés ciclos sucessivos de
congelamento e descongelamento. A cultura foi centrifugada a 2000g por 10 minutos e o
titulo viral no sobrenadante foi determinado através de plaqueamento [30]. Para o “plaque
assay”as células (BGM) foram cultivadas em placas de Petri (60mm) e apos a monocamada
celular tornar-se totalmente confluente, elas foram infectadas com diferentes concentragdes
do virus, diluido em salina de Dulbecco (GIBCO, New York, NY, USA) livre de calcio e
magnésio. As placas foram incubadas por 1 hora a 37° C com 5% de CO; sendo entdo
recobertas com 8mi de agarose (Bio-Rad, Richmond, CA, USA) a 0,95% em meio minimo
essencial de Eagle (GIBCO, New York, NY, USA) acrescido de 5% de soro fetal bovino.
Apbs a solidificagdo, as placas foram novamente incubadas por 4 dias a 37°C e coradas por
12 horas a 37°C com 4ml da mesma suspensdo de agarose ja descrita, porém contendo
0,02% de vermelho neutro.

Apos a determinagdo do titulo a suspensdo viral foi dividida em pequenas aliquotas

que foram mantidas a -70°C até o momento do uso.
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2.4 Infec¢do dos Camundongos

Seis grupos de 15 camundongos cada foram inoculados intraperitonealmente com
aproximadamente 2-10° (PFU) do virus/camundongo.

Para a obtengio de soro, cada grupo de animais foi sangrado em periodos diferentes
ap6s a infecgdo, isto €, apds 72 horas, 1, 2, 4, 6 e 8 semanas. O sangue foi coletado por
pungdo cardiaca, e ocasionalmente, os animais de cada grupo foram selecionados para
monitoragdo da glicose sanguinea através do teste de tolerdncia a glicose (GTT) [32].

Um grupo de 22 animais nfio inoculados, da mesma linhagem, idade e sexo tiveram
seus soros coletados e utilizados como controles. Os grupos infectados e ndo infectados
foram mantidos completamente separados, a fim de se prevenir qualquer exposigiio acidental

dos controles ao virus.

2.5 Determinagio da Concentraciio de Glicose no Sangue dos

Camundongos

A determinacfio da glicose no sangue total dos camundongos foi realizada através do
teste de 60 minutos de tolerdncia 4 glicose (GTT) [32].

Os animais foram deixados em jejum por uma noite com agua “ad libitum™, sendo
inoculados apds esse periodo com uma solugo aquosa de glicose 4 20% (2 mg/g/peso).
Apos 55 a 70 minutos, os animais, sob anestesia geral com éter, foram sangrados através de

uma pequena incisdo feita na cauda e uma gota de sangue foi coletada diretamente em fitas
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“Glucostix” AMES (Miles, Eikhart, IN, USA). A glicose no sangue foi quantificada
utilizando-se um glucdmetro Il AMES (Miles, Elkhart, IN, USA). Antes da realizagio de
cada experimento o aparelho foi calibrado com solugdes padriio de concentragdes variadas,
incluidas no “kit” para essa finalidade,

Foram considerados hiperglicémicos aqueles animais cuja concentragio de glicose
sanguinea foi maior que a média da concentracio de glicose dos animais ndo infectados
(158mg/dl) mais trés vezes o desvio padrdo. Por esse critério nos detectamos hiperglicemia

em aproximadamente 90% dos camundongos de 6 e 8 semanas.

2.6 Antigenos

2.6.1 Peptidios Sintéticos

Nos experimentos foram utilizados como antigenos quatro peptidios sintéticos. Dois
deles correspondentes a uma seqiiéncia de aminoacidos homologa entre GADgs € GADqgr,
um terceiro correspondente a uma seqiiéncia da proteina P2-C de CB4 E2 que também
exibe uma regiio de homologia com GADss, e o Gitimo correspondente a uma regiio de P2-
C ndo homologa a GAD [86].

As sequéncias sintetizadas, de cada um dos peptidios, estio discriminadas abaixo:



Peptidios Residuos
GADgs 256-268
GADg; 264-276

P2-C 1133-1144
P2-C (nfio homologo) 1303-1315

19

...YKMFPEVKEKGMA ...

..YFYFPEVKTKGMA...

...KILPEVKEKHEF...

.ALEEKGILFTSPF...

A sintese dos trés primeiros peptidios acima citados foi realizada pelo Laboratorio de

Sintese de Peptidios do “Wadsworth Center for Laboratories and Research”, New York

State Health Department (Albany, N.Y., U.S.A.).

O peptidio correspondente a uma regido da proteina viral P2-C, nio homéloga a

GAD, nos foi enviado pelo Dr, Ji- Won Yoon (Julia Mc Farlane Diabetes Research Centre,

University of Calgary, Alberta, CA).

2.6.2 Glutamato Descarboxilase (GAD)

GAD proveniente do cérebro e péncreas de camundongos, purificado por

cromatografia de afinidade [63], também foi utilizado como antigeno.

2.7 Anticorpos

Os antissoros contra os peptidios sintéticos GADgs, GADg; € P2-C foram produzidos

em coethos (ver item 2.8).
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Os antissoros de camundongo infectados com CB4 E2 foram obtidos conforme
descrito no item 2.4.

Os soros humanos (15 amostras) foram gentilmente cedidos pelo Dr. A. Lernmark
(University of Washington Medical School, Seattle, WA, USA). Eles foram coletados de
pacientes com DMDI recém-diagnosticada e eram todos 64 K positivos e, com excegio de
dois, eram também ICA positivos. Soros de individuos ndo diabéticos (11 amostras), sem
antecedentes familiares de DMDI e negativos para 64 K e ICA foram utilizados como
controles.

O anticorpo monoclonal GAD-6 [29], que reconhece GADgs, nos foi fornecido pelo
“Developmental Studies Hybridoma Bank™ (Yowa City, CA, USA), e o antissoro W887
[125] contra os residuos 570-585 de GADgs e 578-593 de GADgy pelo Dr. D. Martin (N.Y.

State Health Department, Albany, N.Y., USA).

2.8 Obtencio dos Antissoros Anti-peptidios

Primeiramente os peptidios sintéticos GADgs, GADg7 ¢ P2-C foram acoplados a
hemocianina do Keyhole Limpet (KLH), utilizando-se L-etil-3 (3-dimetilaminopropil)
carbodiimida HCI (EDAC) como higante, de acordo com metodologia ja conhecida [149].

Os peptidios foram diluidos em agua destilada na concentragdo de I mg/ml e EDAC
foi acrescentada até atingir uma concentragio final de 10 mg/ml. O pH foi ajustado para 5,0
e a reagio incubada A temperatura ambiente por 5 minutos. A hemocianina foi entdo
adicionada numa propor¢io molar final de 100:1:200 correspondendo a

peptidio:hemocianina: EDAC, incubando-se novamente por 4 horas a temperatura ambiente.
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A reagdio foi interrompida com acetato de sédio 100 mM, pH 42 e o conjugado
proteina/peptidio separado dos peptidios livres através de dialise em PBS.

Os coelhos foram entdo inoculados com seis doses de 1 ml (0,5 ml conjugado/0,5 ml
adjuvante) do conjugado peptidio/hemocianina/EDAC  emulsificado em adjuvante
incompleto de Freund. As inoculagdes foram realizadas por via subcutdnea, em multiplas
areas da regidio posterior do dorso, obedecendo-se intervalos de trés semanas entre as
inoculages. Apos a Gltima dose os animais foram sangrados por pungéio cardiaca, ¢ o soro
obtido foi distribuido em aligiiotas de 1 ml mantidas a -70°C. A aliqiiota em uso foi sempre
mantida a 4°C a fim de se evitar o processo de congelamento e descongelamento que

poderia acarretar a queda do titulo.

2.9 Purificacio de GAD

2.9.1 Preparo dos Extratos de Cérebro e de Pincreas para

Cromatografia

Os extratos foram preparados de acordo com a metodologia ja descrita [63].

Camundongos ndo infectados e infectados com CB4 E2 e que desenvolveram
hiperglicemia ap6s a infecgdo foram sacrificados por exposigdo a CO, e, dependendo da
fonte de GAD desejada, tiveram seus cérebros ou pancreas removidos para preparagdo dos
extratos. Cérebro ou pancreas, mantidos constantemente em banho de gelo, foram entdo

suspensos em agua destilada (6,6 ml/g) contendo brometo de 2-amino-etilisotiuronium 1
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mM (AET), piridoxal 5'-fosfato 20 uM (PLP) ¢ Nonidet P-40 {Octilfenoxipolietoxietanol)
0,5%, e a suspenséo foi homogeneizada por 30 segundos utilizando-se um homogeneizador
elétrico (Brinkman Polytron).

O homogenato foi centrifugado a 12.000 g por 30 minutos a 4°C para permitir a
sedimentagio das membranas, sendo o sobrenadante removide e mantido a 4°C até o

momento do uso. Uma pequena aliquota (10 pl) foi reservada para determinagio da

concentragdo proteica.

2.9.2 Purificacio de GAD por Cromatografia de Afinidade

A purificagio de GAD foi realizada por cromatografia de afinidade utilizando-se o
anticorpo monoclonal GAD-1, de acordo com técnica descrita por Gottlieb et al. [63].

Primeiramente a IgG de liquido ascitico GAD-1, precipitada com sulfato de aménia,
foi acoplada a resina de agarose Affi-Gel 10 (Bio Rad, Richmond, CA, USA), que foi
colocada em colunas descartaveis de poliestireno de 1,8 X 12 cm (Isolab, Akron, OH, USA).
A seguir, a coluna foi lavada e equilibrada para remogiio das proteinas nio covalentemente
ligadas. A lavagem foi realizada com tampdo KH,PQ, 50mM, pH 7,2, acrescido de brometo
de 2-aminoetilisotiuronium (AET) 1mM e piridoxal 5’ fosfato (PLP) 20 uM.

Os extratos de cérebro ou péncreas (4 ml extrato/0,5 ml resina) foram entdo
aplicados, e para permitir que estes se misturassem uniformemente i resina, a coluna foi
agitada por 60 minutos a 4°C, em agitador rotatorio (Roto-Torque) a 4 rpm, sendo a seguir

novamente lavadas para remogio de proteinas ndo aderentes.
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O GAD foi eluido em duas fragdes de 1 ml cada, com tampao KH,PO4 50mM, pH
11,0, acrescido de AET | mM, PLP 20 UM, dietilamina 10 mM e glutamato de sédio 20
mM,

As fragdes foram neutralizadas com 0,5 ml de fosfato de sédio 500mM, pH 6,5, e
tiveram seu conteado proteico e enzimatico analisado.

A concentragiio proteica foi determinada utilizando-se ¢ “kit”comercial Bio-Rad
Protein Micro Assay (Richmond, CA, USA), e a atividade enzimitica foi medida pela
liberagiio de **CO, do glutamato marcado com C' de acordo com a técnica de Albers &
Brady [2] como previamente descrito por Miller et al. [104).

As fragdes foram mantidas a -20°C até o momento do uso.

2.10 Ensaios Imunoenzimiticos

2.10.1 ELISA (Enzyme linked immunoabsorbent assay)

Esse teste foi realizado de acordo com procedimento ja publicado [48), porém com
algumas modificagdes descritas a seguir,
Microplacas com 96 cavidades, fundo plano (Polysorp, NUNC, Rosckilde,

Dernmark) foram sensibilizadas separadamente com 5 diferentes antigenos (100

pul/cavidade), diluidos em tampo carbonato 50 mM, pH 9,6.
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Foram utilizados na sensibilizagio: os peptidios sintéticos GADys, GADg; e P2-C
(100pg/ml), GAD purificado de cérebro de camundongo (4 pg/ml) ¢ GAD purificado de

pancreas de camundongo (8 pg/mt).

Apos 18 horas a 4°C, as placas foram lavadas automaticamente (Immunowash
Microplate Washer, Bio Rad, Richmond, CA, USA) com PBS 0,15 M, pH 7,4 (contendo
Tween 20 0,05%), por 3 vezes consecutivas, deixando-se o tampdo em contato com as
cavidades durante pelo menos 3 minutos. O processo de lavagem repetiu-se sempre antes de
cada nova etapa da reagio.

A seguir, com a finalidade de se prevenirem ligagbes inespecificas, as placas foram
expostas a tampio bloqueador Super Block (Pierce Chemicals, Rockford, I, USA)
seguindo-se as instrugdes do protocolo do fabricante (200 pl/cavidade).

Apds bloqueio e lavagem, foram adicionados em duplicata ou triplicata os antissoros
(100ul/cavidade) diluidos em tampdo PBS 0,15 M, pH 7,4, contendo EDTA 1 mM. Os
antissoros utilizados foram: soros de coelho anti-GADss, anti-GADg; e anti-P2-C, soros de
camundongos infectados com CB4 E2 (1:100) e soros de pacientes diabéticos (1:500). A
reagdo foi incubada por 3-4 horas a 37°C. As diluigdes dos soros de coelho anti-peptidios
estdo indicadas nas Figuras 1 e 2.

Nos vérios experimentos que se seguiram, cada antigeno foi analisado frente a
todos os soros acima mencionados.

Na etapa seguinte, IgG de cabra anti-humano ou anti-coelho ou ainda IgG de cavalo
anti-camundongo (Vector, Burlingame, CA, USA), conjugados com biotina e diluidos a
1:2.000 em PBS com Tween 20 a 0,05% foram adicionadas as placas por mais duas horas a

temperatura ambiente.
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A reagdo foi revelada com o sistema ABC (complexo avidina-biotina-peroxidase,
Vector, Burlingame, CA, USA), seguindo-se as instru¢des do fabricante. Apos a adigdo do
substrato (H,O;) (Pierce Chemicals, Rockford, IL, USA) e do cromogeno (OPD -
ortofenilenodiamina) (Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA) esperou-se aproximadamente
10 minutos até o desenvolvimento da cor.

As reagdes foram interrompidas com H,S0, 2N (50ul/cavidade) e as densidades
oticas lidas a 490 nm em espectrofotémetro (Dynatech, Microreader II, Chantilly, VA).

Todos os testes foram repetidos 3 vézes. Os controles da reagdo consistiram de
cavidades ndo recobertas com o antigeno, porém com todos 0s oufros reagentes, assim
como de cavidades recobertas com o antigeno e sem adigo dos anticorpos primarios, mas
com os demais reagentes. Os titulos do ELISA foram corrigidos de acordo com as leituras
do background.

O “cut off” para reatividade significante foi definido como sendo maior do que a
média aritmética dos soros controles mais duas vezes o desvio padrio.

Foram utilizados como controles o soro dos animais ndo infectados e o de pacientes

ndo diabéticos.

2.10.2 Immunoblotting

GAD de cérebro e pancreas de camundongo, purificados por cromatografia de
afinidade, foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 7,5% com 0,38% de
metileno bis-acrilamida, utilizando-se metodologia proposta por Laemmli [95]. As proteinas

foram transferidas para a membrana de fluoreto de polivinilideno (Immobilon-P, Millipore
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Corp.), segundo metodologia descrita por Towbin et al. [141] utilizando-se o equipamento
de transferéncia Bio Rad Transblot Cell (Bio Rad, Richmond, CA, USA) a 100V por 45
minutos.

Completada a transferéncia, a membrana foi bloqueada com 0,1% de Tween 20
diluido em tampdo Tris 10 mM, pH 7,5.

Para a identificagdo de GAD na membrana, a mesma foi colocada em um dispositivo
fechado com canaletas (Immunetics Miniblotter 45, Integrated Separation Systems, Nantic,
MA, USA), e incubada com os antissoros: anti-GADsgs (1:2), anti-GADs; (1:2), anti-P2-C
(1:2), W887 (1:4.000) e GAD-6 (1:100), por duas horas a temperatura ambiente ¢ com
agitacdo.

A seguir a membrana foi lavada com tampdo Tris 10 mM, pH 7,5, contendo Tween
20 a 0,05% e mcubada com os anticorpos secundarios conjugados com biotina por mais uma
hora a temperatura ambiente e com agitagio

Utilizamos como anticorpos secundarios: IgG de cabra anti-humano, IgG de carneiro
anti-coelho e IgG de cavalo anti-camundongo diluidos 1:600. Tanto os anticorpos primarios
como os secundarios foram diluidos em tamp&o Tris 10 mM, pH 7,5.

A reaglio foi visualizada com o sistema ABC (Vector, Burlingame, CA, USA),
seguindo-se as instrugdes do produto.

Em alguns experimentos, apds a incubagdico com os anticorpos primarios, a
membrana foi incubada com a proteina G marcada com 'L, por duas horas, sendo depois

autoradiografada.
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2.10.3 Immunobloting “Direto”

Essa técnica foi denominada direta porque as etapas de separagio eletroforética e
transferéncia para a membrana foram eliminadas, uma vez que estdvamos trabalhando com
peptidios sintéticos.

Primeiramente, a membrana foi imersa em metanol 100% por 30 segundos, e depois
lavada com tampdo PBS 0,15 M, pH 7.4, por duas vézes consecutivas, sendo de 10 minutos
o tempo de duragdo de cada lavagem.

A seguir a membrana foi colocada no Miniblotter 45 (Integrated Separation Systems,
Nantic, MA, USA) e incubada com os peptidios GADgs, GADg; e P2-C, por 18 horas 3
temperatura ambiente ¢ com agitagio (3 rpm). Os peptidios utilizados na sensibilizagdo
foram diluidos a 5 mg/ml em tampio Carbonato, pH 9.,6.

Apos as etapas usuais de bloqueio e lavagem, que foram realizadas como ja descrito
anteriormente, a membrana foi transferida para o Miniblotter 30 (mesmo dispositivo acima
citado, porém com canaletas mais estreitas) efetuando-se uma rotagio de 90° com relagiio a
sua posi¢io anterior, e foi incubada com os antissoros: anti-GADygs, anti-GADs; e anti-P2-C,
diluidos 1:2 em tampio Tris 10 mM, pH 7,5, por 30 minutos & temperatura ambiente. A
mudanca de posicio da membrana assegurou com que um mesmo peptidio pudesse reagir
com mais de um antissoro.

Na etapa seguinte a membrana foi novamente lavada e incubada com IgG de cabra
anti-coetho (Vector, Burlingame, CA, USA) conjugado com biotina e diluido 1:600 em

tampdo Tris 10 mM, pH 7,5, por 30 minutos a temperatura ambiente.
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A reagio foi revelada com peroxidase utilizando-se o sistema ABC conforme

descrito no item 2.10.2..

2.11 Experimentos de Inibiciio da Reatividade dos Soros

2.11.1 Adsor¢io dos Antissoros

Em alguns experimentos, os antissoros anti-peptidios, de camundongo, e 0s soros
humanos, foram adsorvidos com os antigenos apropriados, com o objetivo de se bloquear a
reatividade desses soros, e dessa maneira se certificar da especificidade das reagBes obtidas
no ELISA e immunoblotting.

GADgs purificado de cérebro de camundongo ndo infectado foi o antigeno utilizado
na adsor¢do dos antissoros de camundongo, e dos soros humanos. Para isso, um volume de
4 ml de GADs; purificado foi concentrado no “Speed Vacuum” por 12 horas a temperatura
ambiente, até redugio do volume para 1 ml.

Os soros de camundongo e humanos foram entio diluidos 1:50 e 1:100,
respectivamente, em tampdo PBS 0,15 M, pH 7,4, contendo EDTA a 1 mM. Um volume

de 100 pl de cada antissoro foi adsorvido com 10 ul do antigeno concentrado. A mistura

antissoro/antigeno foi entdo incubada a 37°C por 18 horas com agitagdo (4 rpm), apds o que
foi centrifugada a 16.000 g por 60 minutos. Os sobrenadantes foram utilizados no ELISA e
Immunoblotting.

Quanto aos antissoros anti-peptidios, estes foram diluidos 1:100 em PBS 0,15 M, pH

7,4, com EDTA 1 mM, e adsorvidos com 10 pl de uma solugio dos peptidios heterdlogos
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diluidos a 2-5 mg/ml em tampdo Carbonato, pH 9,6. As etapas seguintes do procedimento

de adsorgdo foram iguais as ja anteriormente descritas para 08 outros antissoros.

2.11.2 Eluigiio dos Anticorpos com Glicina

Essa técnica foi realizada segundo metodologia j4 conhecida [66].

Microplacas, 96 cavidades, de fundo chato (Polisorp-Nunc Rosckilde-Dernmark)
foram sensibilizadas com os peptidios P2-C ¢ GADss da mesma maneira Ja descrita para o
ELISA (item 2.10.1). Apos a sensibilizagio as placas foram lavadas com tampdo TRIS/HCI
100 mM, pH 8,0, por 6 vezes consecutivas, e com agitagdo a 2 rpm (Thomas Clinical
Rotator).

Os antissoros homélogos, diluidos 1:50 no tamp&o acima mencionado, foram entio
adicionados (100 pl/cavidade) as placas, € a reagdo foi incubada por 5 horas a 37°C.

Os anticorpos ligados foram eluidos com uma solugio de glicina a 10 mM, pH 3,0
(150 pl/cavidade). O eluato foi neutralizado com tampio TRIS/HCI 100 mM, pH 8,0, e

posteriormente utilizado no ELISA e Immunoblotting.

2.12. Andilise Estatistica

O tratamento estatistico dos resultados foi realizado através do teste exato de Fisher

e distribui¢do t de Student, utilizando-se o programa EPI INFO.



3. Resultados
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3.1 Andlise das Reacgdes entre os Peptidios Sintéticos e seus

Antissoros Especificos

Com o objetivo de se analisar se anticorpos produzidos diretamente contra a
proteina P2-C de CB4 poderiam reagir cruzadamente com GAD, isso devido a grande
similaridade existente entre certas sequéncias de aminoécidos dessas duas proteinas, os
antigenos peptidicos P2-C, GADss e GADs; foram colocados frente a seus antissoros
homologos e heterclogos correspondentes e a reatividade destes foi determinada através

do ELISA e Immunoblotting.
| No ELISA, os antissoros anti-GADss , anti-GADg; e anti-P2-C reagiram com
seus peptidios homologos apresentando absorbincias (Asso) significativas, a saber: 0,25
+ 0,06 para anti-P2-C, 0,44 + 0,11 para anti-GADgs ¢ 0,31 =+ 0,16 para anti-GADs;,
quando diluidos a 1:25.000 (Figura 1).

Com relagdo as reagles heterdlogas, o antissoro anti-P2-C reagiu cruzadamente
com o peptidio GADgs assim como o antissoro anti-GADss com o peptidio P2-C
(Figuras 2A ¢ 2B). Também o antissoro GADs;s reagiu com GADs; e vice versa (Figuras
2B e 2C). Porém nio detectamos reagdo cruzada entre o antissoro anti-P2-C e o peptidio
GADy7, ou entre o antissoro anti-GADs; € o peptidio P2-C (Figuras 2A e 2D).

A reagdo cruzada entre os antigenos peptidicos e seus antissoros especificos
também foi analisada através de “Immunoblotting direto” e como podemos observar na
Figura 3B ocorreu formagio de immunocomplexo entre o antissoro anti-P2-C e o
peptidio GADss, assim como o inverso, porém as bandas apresentadas pelas reagdes

homologas foram mais intensas que as das reagdes heterdlogas. O antissoro anti-GADgy
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tambeém reconheceu o seu antigeno correspondente assim como GADgs, mas nio reagiu

com o antigeno P2-C (Figura 3A).
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Figura 1. Determinagdo da reatividade dos antissoros anti-peptidios com os peptidios
homélogos através do ELISA

Os trés peptidios foram utilizados na concentragdo de 100pg/mi
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Figura 2. Determinagio da reatividade dos antissoros anti-peptidios com os peptidios
heterélogos através do ELISA
Os trés peptidios foram utilizados na concentragio de 100ug/ml
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3.2 Andlise das Reacdes entre GAD Purificado e Antissoros
Anti-peptidios

A tabela 1 mostra o resultado da purificagio de GADgs de extratos de cérebro e
péncreas de camundongo por cromatografia de afinidade.

A fragdo | ¢ a que contém mais atividade enzimatica tanto de GAD extraido de
péancreas como de cérebro. A atividade especifica da enzima purificada de cérebro foi
significantemente mais alta do que da enzima purificada de extrato de pancreas (P <
0,001) confirmando as observagbes feitas por outros autores [76, 137] em extre;tos
brutos desses tecidos. A purificagio aumentou a atividade enzimatica de GAD
proveniente de cérebro acima de 130 vezes ¢ a atividade enzimatica de GAD de pancreas
em aproximadamente 55 vezes, quando comparada com a atividlade de GAD nos
extratos brutos. Aparentemente o GAD de cérebro contém muito mais atividade
enzimatica do que o de pincreas, o que pode ser ocasionado pela baixa recuperagio de
GAD de péncreas (14%) contra GAD de cérebro (40%)).

A imunoreatividade dos antissoros anti-peptidios também foi avaliada frente a
GAD purificado das duas fontes, cérebro e pincreas, no ELISA e no Immunoblotting.

Como estdvamos trabalhando com a proteina nativa, ou seja, a molécula inteira
de GAD, esta foi submetida 4 eletroforese em gel de poliacrilamida a 7,5% e as proteinas
foram transferidas para a membrana Immobilon-P. A reagio foi revelada com
imunoperoxidase e com proteina G marcada com '*I.

Quando utilizamos GAD purificado de cérebro de camundongo (Figuras 4A e

4B) na analise pelo immunoblot, o antissoro anti-P2-C detectou GADss, porém nio

detectou GADg;, enquanto que anti GADss ¢ anti-GADs;, ambos detectaram GADgs ¢
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GADg;. Nas Figuras 4A e 4B podemos ébservar que algumas proteinas de baixo peso
molecular foram detectadas, a natureza dessas bandas ndo estd clara, sendo talvez
produtos de degradagdo de GAD, porém sua presenga nio interfere com a interpretagio
dos resultados. Os resultados obtidos com GAD de pancreas foram parecidos com os de
cerebro (dados ndo mostrados).

No ELISA todos os trés antissoros reagiram com GAD de ambas as fontes,
porém as reagdes com GAD de cérebro apresentaram titulos mais altos e anti~GADg;

reagiu mais fracamente, especialmente com GAD de pancreas (Figuras 5A e 5B).
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de cérebro (A) e de pancreas (B) de camundongo através do ELISA

GADs de cérebro ¢ pancreas foram utilizados na concentragio de 4 e Sug/ml,
respectivamente
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3.3. Avaliacio da Especificidade das Reacdes Cruzadas entre

Peptidios Sintéticos e seus Antissoros Especificos

A especificidade das reagdes cruzadas entre os peptidios e seus antissoros especificos
foi avaliada através de dois experimentos diferentes. No primeiro experimento os antissoros
anti-GADs;s e anti-P2-C foram adsorvidos com os peptidios heterélogos, ou sejam: P2-C e
GADgs, respectivamente. Os antissoros, adsorvidos € ndo adsorvidos foram ent3o colocados
frente aos seus peptidios homdlogos no Immunoblotting direto.

A Figura 6A mostra que uma inibigdo consideravel da reagdo Ag/Ac ocorreu apés a
absorgdo dos antissoros. Nas fitas 1 e 3 temos as bandas correspondentes as reagdes entre
0s antissoros ndo absorvidos e seus peptidios homologos, e nas fitas 2 e 4 as reagdes depois
da absor¢io dos antissoros.

No segundo experimento, anticorpos contra os peptidios GADss ¢ P2-C foram
eluidos de placas de microtitulo sensibilizadas com esses mesmos peptidios ¢ entio
colocados frente aos seus peptidios heterdlogos no ELISA e no Immunoblotting direto.

Como pode ser visto na Figura 6B, os anticorpos eluidos tanto das placas
sensibilizadas com P2-C como com GADgs reagiram com seus peptidios heterdlogos, porém
as bandas obtidas nessas reagdes apresentaram-se bem mais fracas que aquelas obtidas nas
reagdes originais (anticorpos ndo eluidos), especialmente a banda correspondente 3 reagiio
entre anti-GADyg;s e o peptidio P2-C.

O ELISA comprovou esses resultados com absorbancias (Aue) de 0,30 £ 0,05 para
os anticorpos eluidos de GADgs, e de 0,17 + 0,06 para os eluidos de P2-C (dados nido

mostrados).
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Figura 6A. Immunoblotting direto dos antissoros anti-peptidios com os peptidios
homologos. Os antissoros anti-GADgs e anti-P2-C foram adsorvidos com seus peptidios
heterdlogos P2-C e GADgs, respectivamente, € o sobrenadante foi utilizado no
Immunoblotting frente aos peptidios homélogos.

As fitas 1 e 3 mostram as reagdes com os antissoros néo adsorvidos, e as fitas 2 ¢ 4 mostram
as reagbes com os antissoros adsorvidos.
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3.4 Deteccio de Anticorpos Anti-GAD e Anti P2-C nos
Antissoros de Camundongos, Utilizando-se como Antigenos

os Peptidios Sintéticos

Os antissoros de camundongos de diferentes periodos apds a infecgdo foram
examinados no ELISA frente aos antigenos peptidicos P2-C, GADgs € GADg;. Na Figura
7A podemos observar que um grande nimero de soros coletados apos 72 horas e 1 semana
foram reativos & P2-C. O mesmo nfio ocorreu com relagio & GADss, nesse caso s¢ foram
detectados anticorpos anti-GADes nos soros coletados tardiamente, i.e., nas 6° e 8" semanas
(Figura 7B). Quanto & GADg;, poucos soros apresentaram reatividade com 72 h e 1 semana
¢ somente um soro foi reativo na 6° semana (Figura 7C),

Quando esses resultados foram analisados comparativamente, através de anlise
estatistica, utilizando-se o teste exato de Fisher, verificamos que o nimero de soros reativos
4 P2-C na primeira semana ¢ significativo quando comparado aqueles reativos a2 GADss €
GADs; no mesmo periodo. O mesmo acontece com os soros reativos 4 P2-C e GADes na 8’
semana quando comparados com aqueles positivos com GADg7 nesse mesmo periodo. As

demais diferencas nfio foram sigmficativas.
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Figura 7. Recatividade dos soros de camundongos ndo infectados (NI) ¢ infectados com
CB4 E2 aos peptidios sintéticos P2-C (A), GADe (B) ¢ GADg; (C). Os soros de
camundongos diluidos 1:100 foram examinados no ELISA quanto & presenc¢a de anticorpos
anti-P2-C, anti-GADgs ¢ anti-GADy7 utilizando-s¢ como antigenos os peptidios sintéticos
P2-C, GADgs e GADq;. Cada simbolo representa o valor cm Aug de um antissoro ¢ a linha
diviséria entre os soros positivos ¢ negativos representa a média aritmética dos valores de

15 soros de animais niio infectados mais duas vezes o desvio padrio.

Os peptidios foram utilizados na concentragio de 100ug/ml.
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3.5 Deteccio de Anticorpos Anti-GAD e Anti-P2-C nos
Antissoros de Camundongos, Utilizando-se como Antigeno
GAD Purificado

Nos experimentos em que utilizamos como antigenos, no ELISA, GAD purificado
de cérebro (Figura 8A) e péncreas (Figura 8B) verificamos que o aparecimento de
anticorpos anti-GAD ocorre numa fase precoce da infecgdo (72 horas e 1° semana) com um
grande nimero de soros positivos, e também numa fase tardia (6° e 8° semanas) porém, com
um numero muito pequenoc de antissoros positivos. Os resultados obtidos quando utilizamos
. GAD purificado de pancreas foram bastante similares acs que obtivemos quando utilizamos
GAD purificado proveniente de cérebro {dados ndo mostrados).

Quando analisados estatisticamente através do teste exato de Fisher, verificamos que
as diferengas de resultados entre GAD de cérebro ¢ GAD de péncreas, nos diferentes

estagios da infecgdo, ndo sdo significativas (P > 0,05).
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Figura 8. Reatividade dos soros de camundongos nio infectados (NI) ¢ infectados com
CB4 E2 a GAD purificado de cérebro (A) e pincreas (B) de camundongos. Os soros de
camundongos diluidos 1:100 foram examinados no ELISA quanto a presenga de anticorpos
anti-GAD utilizando-se como antigenos GAD purificado de cérebro e de pdncreas de
camundongo. Cada circulo representa o valor de A490 de um antissoro. A linha divisoria
catre os soros considerados positivos e negativos representa a média dos valores de 17-21
soros de camundongos ndo infectados mais duas vézes o desvio padrio. Os extratos de
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3.6 Avaliacio da Especificidade das Reac¢des entre os os

Peptidios Sintéticos e Antissoros de Camundongos

Os antissoros de camundongos infectados, positivos para P2-C e GADgs foram
absorvidos com GADsgs purificado de cérebro de camundongo e avaliados no ELISA frente
a P2-C e GADgs para determinar se as reatividades haviam sido eficientemente bloqueadas.
Verificou-se que a absorgfo reduziu significativamente (P < 0.05 ou 0.001) em 70-90% a
reatividade dos soros quando frente a P2-C e em 60-90% quando analisados frente a

GADgs.

3.7 Deteccdo de Anticorpos Anti-GAD e Anti P2-C nos Soros de

Pacientes

A reatividade dos soros de pacientes diabéticos recém-diagnosticados e também dos
soros de individuos ndo diabéticos aos antigenos peptidicos P2-C, GADss e GADgr 6
mostrada nas Figuras 9A, 9B e 9C, respectivamente, onde podemos observar que 66% dos
soros foram reativos a P2-C, 53% a GADgs € 23% a GADgy. De todos os soros que se
mostraram positivos com P2-C, 80% foram os mesmos que depois se mostraram positivos
com GADsgs.

Os soros dos individuos ndo diabéticos nfio apresentaram reatividade a nenhum dos

trés peptidios.
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Na analise estatistica destes resultados, utilizando-se o teste exato de Fisher,
verificamos que a diferenca existente entre o numero de soros reativos a P2-C ¢ a GAD65

ndo ¢ significativa,
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Figura 9. Rcatividade dos soros de pacientes diabéticos (DMDI) recém-diagnosticados aos
peptidios sintéticos P2-C (A), GADgs (B) ¢ GADg; (C). Os soros humanos foram
examinados no ELISA quanto & presenga de anticorpos anti-P2-C, anti-GADss ¢ anti-
GADg7, utilizando-se como antigenos P2-C, GADgs ¢ GADg;. Cada circulo representa o
valor cm Ayge de um soro. A linha divisoria entre os soros positivos ¢ negativos representa a
média aritmética de 11 soros de individuos ndo diabéticos (negativos para 64K ¢ ICA) mais
duas vezes o desvio padrio.

Os trés peptidios foram utilizados na concentragdo de 100ug/ml.
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3.8 Avaliacio da Especificidade das Reacdes entre os

Peptidios Sintéticos e os Soros de Pacientes Diabéticos

Os soros de pacientes diabéticos (8 amostras) que apresentaram no ELISA os
resultados mais fortemente positivos frente aos antigenos GADgs e P2-C, foram adsorvidos
com GADygs purificado de cérebro de camundongo. Posteriormente, esses soros adsorvidos
foram examinados novamente no ELISA frente aos antigenos P2-C e GADys e verificou-se
que a reatividade dos mesmos foi reduzida de 46 a 87%, quando analisados frente a P2-C, e
em 60-90% quando analisados frente a GADgs (P < 0.05 ou 0.001).

Ainda na tentativa de se certificar da especificidade das reagdes entre os antissoros
humanos e os antigenos peptidicos, foi incluido como antigeno no ELISA, além do peptidio
P2-C homologo & GADgs, um outro P2-C ndo homélogo & GADgs, (ALEEKGILFTSPF),
proveniente de uma regido diferente da proteiha viral P2-C. Nenhum dos soros de pacientes

diabéticos foram reativos a esse antigeno, o mesmo acontecendo com 0s soros controles,



4. Discussido
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Duas descobertas relativamente recentes reforgam a possibilidade de que a diabetes
mellitus dependente de insulina (DMDI) seja desencadeada por acfio viral.

A primeira delas demonstrou que o antigeno 64-K ¢é a enzima glutamato
descarboxilase [10]. A outra, empregando tecnologia de DNA recombinante, identificou na
proteina P2-C do virus Coxsackie B4 (CB4) uma sequéncia de seis aminoacidos (PEVKEK)
que também esté presente em GADgs, uma das formas moleculares da enzima glutamato
descarboxilase (GAD), sendo que essa sequéncia difere em um s6 aminoacido (PEVKTK)
em GADg7, a outra forma molecular de GAD [90]

Essa similaridade entre P2-C e GAD reforca a hipotese do mimetismo molecular que
¢ bastante atrativa, pois poderia explicar: a associagio epidemiologica de CB4 com a
DMD], a deteccio precoce de autoanticorpos anti-GAD no soro de individuos diabéticos e a
razdo da discordéncia de gémeos idénticos para a DMDIL De acordo com esta hipotese, a
proteina viral P2-C atuaria como um agente iniciador da resposta imune que reagiria
cruzadamente com um antigeno préprio do hospedeiro (GAD) similar a P2-C.

Os virus Coxsackie que causam preferencialmente infecgdo citoliticas também podem
causar infecgbes persistentes [134] ¢ o envolvimento desses virus na DMDI se daria
principalmente através desse tipo de infecgdo. As infecgdes persistentes serviriam como um
estimulo continuo para o sistema imune e uma resposta inicialmente contra P2-C poderia em
individuos geneticamente suscetiveis (com MHC adequado) reagir com GAD na superficie
das células f3, por causa da homologia de epitopos entre as duas proteinas.

Sdo poucos os estudos que mostram alguma evidéncia favorecendo a hipotese do
mimetismo. Em 1988, Gerling et al. [57], trabalhando com linhagens de camundongos que

s&o suscetiveis a diabetes induzida por virus, mostraram pela primeira vez que a infecgio por
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CB4 E2 deve acionar o processo autoimune que destroi as células § causando nos animais
uma sindrome diabética que se assemelha a DMDI no homem.

Esses autores verificaram que em camundongos infectados com CB4 E2 ocorria um
aumento da expressio do autoantigeno 64-K nas ilhotas, assim como a produgdo
subsequente de anti-64K e hiperglicemia [58], sendo que esta Gltima parecia resultar da
destruigio autoimune das ilhotas, pois os camundongos infectados quando comparados aos
ndo infectados produziam duas a trés vezes mais autoantigeno e desenvolviam anticorpos
anti-64K antes de se tornarem hiperglicémicos. Esses resultados sugerem que a infecgdo por
CB4 deve atuar como um agente iniciador da doenga.

Possivelmente a “super expressdo” de 64K (agora conhecido como GAD) e o
desenvolvimento de anticorpos anti-64K detectados em camundongos infectados resultariam
do mimetismo molecular, sendo que a proteina P2-C (que estd presente em grandes
quantidades nas células infectadas) provocaria uma resposta imune que reagiria
cruzadamente com um epitopo similar em GAD.

Porém, antes que © mimetismo molecular possa ser considerado como um
mecanismo etioldgico da DMDI, é necessario que sejam detectados anticorpos efou
linfocitos que reajam cruzadamente durante o processo autoimune.

O presente trabalho, teve como meta principal demonstrar a ocorréncia de
reatividade cruzada entre anticorpos anti-P2-C e anti~-GAD, e embora a resposta humoral
ndo seja a responsiavel direta pela destruigdo das células P, ela estd associada com o
processo autoimune, pois a presenga dos anticorpos {que atuam como marcadores da

doenga) reflete a destruigio destas células.



55

Para esse estudo foram sintetizados trés peptidios de 12 e¢ 13 aminoacidos, que
continham a sequéncia comum entre P2-C e GADgs (PEVKEK) e também a sequéncia
PEVKTK de GADg.

Nos dois GADs alguns dos aminoacidos que ladeiam PEVKEK e PEVKTK, ou
sejam, YKMF no NH, terminal ¢ GMA no COOH terminal sio idénticos, com excegdo de
um aminoacido no NH, terminal: residuo 258 (Met em GADss) e residuo 266 (Tyr em
GADg7). Ja em P2-C, esses aminoacidos adjacentes a PEVKEK sdo diferentes dos de
GADg;s. Portanto os peptidios sintéticos correspondentes aos dois GADs compartilham onze
de treze residuos, P2-C ¢ GADgs sete de doze residuos € P2-C e GADg; seis de doze
residuos.

A partir dos peptidios sintéticos anticorpos foram gerados experimentalmente, e foi
investigada a reatividade cruzada entre esses anticorpos de atividade especifica pré-
determinada e também de anticorpos naturais contra as sequéncias homologas em P2-C e
GADj;s, assim como contra a proteina nativa GADgs.

As reagbes Ag/Ac foram detectadas através de ELISA e Immunoblotting, métodos
esses ja utilizados na detecgdo de anticorpos anti-GAD [41, 126].

Embora tenham sido utilizados nesse estudo peptidios lineares de 12 a 13
aminodcidos, que sdo reconhecidos preferencialmente por células T do que por anticorpos,
ndo ha duvida de que a reatividade cruzada foi muito bem demonstrada pelos experimentos
realizados, inclusive os antissoros anti-peptidios reagiram contra a molécula inteira de GAD,

o que significa que o fragmento sintetizado se aproxima de um epitopo da proteina intata.
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Tanto no ELISA como no Immunoblotting, verificou-se que existe uma forte reagfio
cruzada entre P2-C ¢ GADgs, assim como entre GADgs € GADg;, porém P2-C niio reage
com GADygr.

Esses resultados sugerem que 12 a 13 aminoacidos sio necessarios para induzir uma
resposta imune ¢ a auséncia de reagfio entre GADgy e P2-C pode ser atribuida a substituigio
de Glu por Thr que ocorre em GADsg7.

A reatividade cruzada entre os anticorpos anti-P2-C e anti-GADgs foi detectada
também quando foi utilizado como antigeno a molécula inteira de GAD, purificada por
cromatografia de afinidade e proveniente de duas fontes diferentes: cérebro e pancreas de
camundongo. Os resultados com ambos os GADs foram similares, embora a
imunoreatividade dos soros tenha sido mais intensa com GAD de cérebro do que com GAD
de péncreas. Esse fato pode ser explicado pelos altos niveis de enzimas proteoliticas
presentes no pancreas que poderiam afetar a reatividade de GAD, além da quantidade de
GAD no cérebro ser bem maior do que no péncreas.

A detecgio de pequena quantidade de GADg; nesses experimentos ndo foi
supreendente, porque em outros trabathos [63, 98], em que os autores, assim como nos,
utilizaram cromatografia de afinidade com o monoclonal GAD-1 para purificagio de GAD,
eles também detectaram no produto purificado uma maior quantidade de GAD de 59 KDa
(presumivelmente GADss) e uma menor quantidade de GAD de 63 Kda (presumivelmente
GADg7).

A expressio de GAD, assim como sua atividade enzimatica no cérebro, pincreas ¢
ilhotas pancreaticas de camundongos CD-1, antes e depois da infecgdo com o virus CB4 E2

foram estudados por Hou et al [76].
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Verificou-se que no cérebro de animais infectados, quando comparados aos nio
infectados, a expressdo de GAD permanece inalterada assim como sua atividade enzimatica.
Nas ilhotas a expressio de GADg; é aumentada durante a infecgfio, porém sua atividade
enzimatica ¢ reduzida, o que ocorre também no pancreas. Os autores acreditam que a
grande quantidade de GADgs produzida nas ilhotas de camundongos infectados teria
participagdo na resposta imune a P2-C, sendo assim utilizamos na purificagio de GAD
cérebro e pancreas de animais infectados.

A reatividade cruzada entre P2-C e GADss ficou bem evidenciada através de dois
experimentos principais: absor¢io dos antissoros ¢ eluigdo dos anticorpos com glicina.

Os resultados desses experimentos demonstraram que ndo sdo subpopulagdes
diferentes no “pokol” policlonal que distintamente reconhecem P2-C ¢ GADgs, mas sdo os
mesmos anticorpos que reconhecem as duas proteinas.

Com o propésito de aprofundar essa pesquisa, resolveu-se investigar a reatividade
dos soros de pacientes recém-diabéticos e do soro de camundongos infectados com CB4 E2
a0s peptidios P2-C ¢ GADgs.

Embora anticorpos anti-GADgs e anti-GADs; tenham sido detectados no soro de
pacientes DMDI recém-diagnosticados [64, 126, 144], pouco sabiamos sobre a sua
ocorréncia em camundongos com diabetes induzida por virus sendo que alguns resultados
sobre esse modelo experimental vieram dos trabalhos de Gerling et al. [58].

Entdo a deteccdio de poucos soros GADgs positivos nas Ultimas semanas apds a
infecgdo foi inesperada, pois esses autores anteriormente detectaram anticorpos anti-64K em

aproximadamente 90% dos camundongos infectados na 4* e 6° semanas.
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Uma possivel explicagdo para o fato de detectarmos uma baixa resposta anti-GAD
nos soros da 6° e 8" semanas ¢ que esses animais devem conter duas populagdes de
anticorpos anti-64K, uma que ¢ reativa a GADss e outra reativa a proteina 64K que ndo é
relacionada com GAD.

De acordo com Christie et al. [35] o soro de pacientes diabéticos possui dois tipos de
anticorpos com especificidades distintas para a proteina de 64-kD. Existem no soro desses
pacientes anticorpos que reconhecem fragmentos de 50-kD e outros que reconhecem os
fragmentos de 40 e 37-kD do antigeno. O fragmento de 50-kD parece ser derivado de
GADss enquanto que os de 37 e 40-kD parecem ser originarios de uma proteina diferente da
que gerou o fragmento 50-kD, hoje reconhecidos como proteinas relacionadas a tirosina
fosfatase [70].

Nos ndo temos uma explicagiio para o fato de detectarmos uma resposta elevada de
anticorpos anti-P2-C 3 a 7 dias apos a infecgio e nfo detectarmos uma resposta equivalente
para GADss no mesmo periodo, embora a resposta anti-GAD apareca mais tarde, nas 6* e 8
semanas. Se os dois anticorpos apresentam reatividade cruzada nos deveriamos esperar
um padrdo de resposta idéntico para os dois peptidios (P2-C e GADgs).

O que nos leva a crer que realmente a rea¢dio cruzada aconteceu € o fato de que
quando os soros de camundongos positivos para P2-C tiveram a sua reatividade, frente a
esse antigeno, grandemente reduzida ap6s adsorgdio com GADsg;s purificado.

Também alguns animais cujos soros foram analisados com 72 horas e | semana
quando sangrados posteriormente (na 6° e 8" semanas) apresentaram-se¢ positivos para

GADgs.
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No que diz respeito ao soro de pacientes diabéticos recém-diagnosticados, embora
tenhamos analisado um pequeno nimero de amostras, 15 ao todo, a maioria deles foi reativa
a P2-C e a GADss e uns poucos a GADg;, sendo que 08 mesmos $oros que mostraram-se
positivos com P2-C também foram reativos 4 GADss, com excegdo de dois.

Apenas um nimero muito pequeno de soros humanos detectou GADgy, mas
inimeros trabalthos relatam a presenga de anticorpos apenas contra GADss em soros de
pacientes diabéticos [65, 126, 144].

Uma das evidéncias de que esses soros humanos possuem anticorpos que reagem
cruzadamente com P2-C e GADgs ¢ que nenhum deles reagiu quando foi utilizado como
antigeno um peptidio de uma regifio diferente de P2-C, nio homéloga a GAD.

A segunda e maior evidéncia, foi a queda da reatividade dos soros humanos
positivos a P2-C e GADgs, quando estes foram absorvidos com GADgs purificado de
cérebro de camundongo.

Embora estudos soroepidemioldgicos relatem a presenga de anticorpos anti-CB em
aproximadamente 30% dos individuos nio diabéticos [15], nenhum dos soros controles foi
capaz de detectar a proteina P2-C, e talvez isso tenha ocorrido por causa do pequeno
numero de amostras controle utilizadas no experimento

A elucida¢do do mecanismo ou mecanismos através dos quais os virus poderiam
levar a DMDI ndo ¢ tarefa facil e alguns autores nfio sdo favoraveis 4 hipétese do
mimetismo molecular, mas também ndo descartam essa possibilidade [119].

Os resultados aqui apresentados mostram evidéncias que respondem pelo menos
parcialmente a nossa questéo inicial sobre se o mimetismo molecular desempenha ou ndo um

papel na patogénese da DMDI. E embora o nosso trabalho tenha investigado somente a
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resposta humoral, outros autores trabalhando com a resposta celular na DMDI tém
encontrado resultados que reforgam nossos achado [46, 75, 90, 96, 121, 138].

Especialmente dois trabalhos apresentam resultados notaveis e que sfo consistentes
com 0s nossos. Em um deles [4), os autores foram capazes de detectar uma resposta celular
a regido de similaridade existente entre P2-C e GAD, utilizando peptidios sintéticos e céluias
mononucleares de pacientes com DMDI. No outro, Tian et al. inocularam peptidios
sintéticos correspondentes as regides de similaridade entre GAD e P2-C em camundongos
NOD, e verificaram que as células T de camundongos inoculados inicialmente com P2-C
proliferavam quando estimuladas por GAD e vice-versa, mostrando que os 2 peptidios
induziram resposta cruzada das células T.

Em outro trabatho bastante recente [84] a resposta proliferativa de células de
individuos com DMDI foi analisada frente a treze virus diferentes, verificando-se que
diferencas significativas das respostas positivas ocorriam somente para virus Coxsackie do
grupo B ¢ adenovirus, sendo que dos 13 virus estudados apenas CB exibiu homologia de
sequéncia com GAD na regiio PEVKEK [84].

E também de 1995 um estudo prospectivo com mulheres gravidas e criangas com
DMDI recém diagnosticada, sugerindo que exposigio a infecgio por enterovirus, em Gtero
ou na infancia sdo capazes de induzir a destruigdo das células f§ e levar a diabetes clinica.
Todos esses estudos conjuntamente com nossos resultados sugerem fortemente que o

mimetismo molecular deve desempenhar um papel na patogénese da DMDI.
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Com os resultados que foram obtidos por esse trabalho e levando-se em conta os objetivos

propostos, conclui-se que:

1. P2-C reagiu cruzadamente com GADgs, mas ndo com GADs.

2. P2-C e GADgs parecem atuar como epitopos principais, € GADg; como um epitopo

secundario na DMDI.
3. TFoi detectada reatividade cruzada, ainda que com poucas amostras, no soro de
camundongos infectados com CB4 E2, o modelo experimental de DMDI utilizado nesse

trabalho.

4. Foi detectada reatividade cruzada no soro de pacientes diabéticos, embora o nimero de

amostras deva ser ampliado para conclusées mais definitivas.

5. Os experimentos de inibigdo da reatividade dos soros deixaram bem claro a existéncia da

reacdo cruzada entre P2-C e GAD.

6. O mimetismo molecular deve desempenhar um papel na patogénese da DMDL
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