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Resumo

O diabetes mellitus tipo 1 auto-imune (DM-1) € uma doenga resultante da disfuncfio e
destruicBo das células B pancredticas. Este processo, comhecido como insulite, é
dependente da presenca de infilirados mononucleares nas ilhotas de Langerhans. O
camundongo NOD {(non obese diabetic) é modelo experimental do Diabetes Mellitus
auto-imune espontineo, que se desenvolve entre ¢ 4° ¢ 0 6° més de vida, semelhante 2
doenca no humano. O propésito do presente estudo foi a verificacio dos efeitos do
tratamento com gangliosideos na incidéncia do Diabetes Mellitus espontaneo e
acelerado pela Ciclofosfamida (CI-DM). no camundongo NOD. Os animais foram
tratados diariamente com a mistura de gangliosideos GMI(21%),GDia (40%),
GD1b{16%),GT1b(19%) {150 mg/kg) entre 4°, 17° ou 25° semanas de vida e o
desenvolvimento do DM foi monitorizado através de glicostria e glicemia. Apés o
sacrificic foram realizadas andlises morfolégicas, incluindo quantificaciio ¢
qualificac@io dos graus de insulite. Os resultados mostram que a prevaléncia do DM foi
menor nos ammais tratados com gangliosideos, mesmo naqueles submetidos a
Ciclofosfamida (CI-DM). Estes achados estdo compativeis com a andlise morfolégica
que demonstrou menor grau de insulite nos animais tratados, tanto no modelo
espontanec como no modelo CI-DM, estes resultados podem ser observados ainda 8
semanas apos a interrupgdo do tratamento. Reforcando a hipdtese da acdo
imunomodulatoria dos gangliosideos, provavelmente relacionada & inibicio da
proliferagdo de linfécitos T ou sinalizagdo celular. Em conclusfio, o tratamento do
camundongo NOD com gangliosideos pode diminuir o grau de insulite ¢ a incidéncia
do DM neste modelo experimental. Contudo, novos estudos, direcionados para analise
dos mecanismos moleculares envolvidos neste processo sio necessirios para
elucidagao dos mecanismos especificos da agio imunomodulatéria dos gangliosideos.
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Abstract

Diabetes mellitus type [{DM-1) is an autcimmune disease that results from destruction
and dysfunction of pancreatic $-cells. This process, known as insulitis, is dependent on
the presence of a mononuclear cells infiltrate in islets of Langerhans. Non obese
diabetic (NOD) mouse is an experimental model of DM-1 that develops spontaneous
diabetes between the 4™ and 6™ month of life, similar to human disease. The aim of the
present study was to verify the effects of the treatment with gangliosides on the

incidence of spontaneous and cyclophosphamide accelerated diabetes model (CY-DM)
in NOD mice.

The animals were treated daily with a mixture of gangliosides GMI1{21%)GDla
(40%), GD156(16%),GT1b(19%) (150 mg/kg) between 4™ and 17" or 24™ week of life
and monitorized for the development of DM-1 with urinary and blood glucose
concentration. After sacrifice, morphologic analysis, including guantification and
classification of insulitis degree was performed.

The resuits show that the prevalence of diabetes was lower in gangliosides treated
animals, even in those submitted to cyclophosphamide (CY-DM-1). These findings are
in accordance with morphologic analysis that demonstrates that treated animals present
lower degrees of insulitis in both spontaneous and CY-DM-1, results that could be also
observed 8 weeks after the interruption of treatment. These findings reinforce the

hypothesis of the immunomodulatory action of gangliosides, probably related to the
mnhibition of T cells proliferation or cellular signaling.

In conclusion, treatment of NOD mice with gangliosides could decrease insulitis
degree and the prevalence of DM in this experimental model. However, new studies,
directed to analyze the molecular mechanisms involved in these processes are needed

in order to elucidate the specific mechanisms of immunomodulatory action of
gangliosides.



1. Introducao




1 O Diabetes Mellitus

O diabetes mellitus ¢ definido como sindrome heterogénea hiperglic&mica cronica,
que afeta o metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas, resultante do déficit de
produgdo de insulina pancreatica e/ou da presenca de fatores que se oponham 2 a¢lo desse
horménio. Considerando-se suas caracteristicas etiolégicas € 0s mecanismos que ©
desencadeiam, o diabetes mellitus pode ser classificado como sendo de tipo 1, auto-imune

ou idiopatico (DM-1), e de tipo 2 (DM-2) (ADA 1997).

O inicio do DM-1 auto-imune ¢ caracterizado como sendo, em geral, agudo,
acometendo mais freqiientemente criancas e adolescentes. O(s) fator(es) desencadeante(s)

¢ os mecanismos envolvidos na sua evolugfo, ainda nfo totalmente elucidados

(EISENBARTH et al., 1986; ATKINSOM et al., 1994)

A primeira evidéncia para a origem auto-imune do DM-1 foi descrita por
BOTTAZZO et al. {1974). Esses autores evidenciaram entfo, em pacientes com DM-1
recentemente diagnosticados, a presenca de auto anticorpos circulantes drgéo especificos,
denominados anticorpos anti células da ithota (ICA). Contudo, sabe-se atualmente, que os

ICA sdio na verdade, marcadores imunologicos do DM-1, porém nfo exercendo efeito

patogénico direto (PALMER er al,, 1983).

Reforcando a hipdtese do DM-1 ser uma doenca crdnica auto-imune, estd a

destruicdo seletiva caracteristica das células B das ilhotas de Langerhans pancreaticas,



mediada por linfocitos T. Esse processo seria decorrenie da perda da tolerdncia desses
linfocitos a determinados constituintes da célula § pancredtica, secretora de insulina
(ROSSINI ef al, 1993, SCHWARTZ, 1993). Além disso, o estudo do DM auto-imune
espontinec em modelos animais experimentais, fortalecemn a hipdtese da ocorréncia de

desequilibrio entre sub-populagfes linfocitarias T efetoras e protetoras na inducfio do

diabetes (ROSSINI et al., 1993; BACH, 1994,1997).

Varios s30 0s mecanismos propostos para ruptura da tolerfncia imunocldgica no
DM-1, explorados experimentalmente em murinos, que estfio relacionados 4s anomalias
da tolerncia central timica e, sobretudo, as da tolerdncia periférica pés-timica. Assim, a
manifestagdo do DM-1 seria decorrente da crescente falha no bloqueio, anergia e/ou
supresséo periféricas da reatividade anti célula B. Estes distarbios convergiriam, porém,
para a resposta comandada por linfécitos T CD4+ contra constituintes da célula B, que

seriam processados e expostos por células apresentadoras de antigeno (APC)

(LAFFERTY, 1997).

Apesar das evidéncias da origem auto-imune do DM-1 ser dependente de linfocitos
T, tal evidéncia no homem ¢ até agora indireta. Os dados referentes a reatividade
espontinea, in vitro, de células mononucleares de sangue periférico, em pacientes com
DM-1 sfo raros e de dificil comparacdo. Os mesmos diferem tanto na preparagio
antigénica utilizada, quanto na metodologia adotada para definir a positividade das

respostas proliferativas (CASTANO & EISDENBARTH, 1990). Assim, foi observada



reatividade de linfocitos T a guatro antigenos solGveis e em pacientes com DM-1:
1) Insulina humana; 2) GAD-65 (GAD: “Glutamic acid decarboxylase”™) e GAD-67;
3y ICA 512/1A-2 (molécula “tyrosine phosphatase like™); 4) Glucagon (KELLER, 1990;
HARRISON er al. 1992; ATKINSON er al, 1992; HONEYMAN e al, 1993;

DURINOVICH-BELLO et ol 1996).

A presenca de reatividade de linfécitos T de sangue periférico a uma proteina de
peso molecular de 38kDa proveniente dos granulos secretdrios de insulina, em pacientes
com DM-1 recente, também foi relatada (ROEP er af, 1991). Contudo, tanto no homem,
como em modelos murinos da doenca, o antigeno auto-imune primério do DM-1 ainda
ndo estd bem caracterizado (BAEKKESKOV er al, 1990; PALMER et al, 1994

MARSHALL et al,, 1994; SOLIMENA, 1998; ROEP ef al., 1999).

Por outro lado, sendo o DM-1 sindrdmico, admitem-se varios processos
imunopatogénicos cuja compreensio ¢ complexa. Diversos autores tém investigado a
hipdtese de que a célula B pancreatica seja suscetivel a fatores variados de agressio como
os radicais livres ¢, especialmente, os oriundos do sistema imunolégico, como as citocinas
(CORBETT ez al, 1993; EIZIRIK ef al, 1994; POCIOT et al., 1994; EIZIRIK et al.,
1996). Tem sido também considerado que a expressdo de peptideos imunogénicos na

célula B, induzidos por toxinas e infeg¢des virais, poderiam aumentar a susceptibilidade

destas a auto-reatividade (BACH, 1994).

Além disso, a predisposigio genética do individuo parece desempenhar importante



papel, influenciada por fatores ambientais, no desencadeamento dos mecanismos de auto-
imunidade. Nesse cenério em particular, deve-se considerar o papel fundamental do
complexo de histocompatibilidade principal (MHC) na predisposicdc genética para o
DM-1. Os genes especificos do MHC estéo relacionados ao desenvolvimento do DM-1,
em trés niveis principais: 1) Na selec8o positiva de clones auto-reativos no timo: presenca
de alelos de suscetibilidade; 2) Na auséncia de seleco negativa no timo: falta de alelos
protetores para deletar clones auto-reativos; 3) Na auséncia de anergia periférica de clones
auto-reativos: gradiente de afinidade do MHC com o complexo peptidio/TCR ¢ auséncia

de linfocitos T supressores restrites ao MHC (NEPOM & ERLICH, 1991).

QOutro aspecto importante do envolvimento direto dos linfécitos na determinagio
do DM-1 ¢ a produg@o ¢ liberacio de citocinas por essas células no decurso da insulite.
Tais moléculas mediariam o processo inflamatério local, alterando a funcio das células B
¢ coniribuindo para a destruig¢fo das ilhotas pancreaticas {(BRADLEY et ai., 1999). Neste
sentido, embora os mecanismos de destruic@o das ilhotas mediados por citocinas ndo
estejam ainda bem caracterizados, diversos trabalhos tém evidenciado que os efeitos
citotoxicos dessas moléculas sobre as ilhotas pancreaticas induzem a apoptose das c€lulas

B (RABINOVITCH et al.1994; THOMAS er al., 1999).

Por fim, ¢ importante destacar que grande parte da base de dados que sustentam a
hipétese da participagdo dos linfécitos T na imunopatogénese do DM auto-imune

espontineo decorre da investigacfio de modelos animais geneticamente predispostos a



essa doenga, como 0s raros BB (Bio-Breeding) e os camundongos da linhagem NOD (non
obese diabetic) (ROSSINI ef 2/,1995; BACH & MATHIS, 1997).Particularmente , dados
experimentais fornecidos pelos estudos realizadaos com camundongos da linhagem NOD
(non-obese diabetic), comprovam que o desenvolvimento do DM auto-imune esponténec
decorre da interac@o entre linfécitos T reguladores, que suprimem a doenga, e linfocitos T

efetores, denominados diabetogénicos (ATKINSON 1997; KAY er al, 1997;

LAFFERTY,1997; BERGEROT er 0/.,1997).

2.  Modelos Experimentais de DM Auto-imune Espontineo

O modelo de diabetes auto-imune do rato BB foi descoberto no Canada, por
NAKHOODA et al. (1977), sendo denominado inicialmente como BB/DP (diabetes
prono). Esses animais desenvolvem DM espontineo clinico, caracterizado por sindrome
hiperglicémica, entre 0 segundo ¢ o quarto més de vida, tanto em machos quanto em
fémeas. A freqgliéncia de aparecimento do DM espontineoc varia de 40 a 70% entre as
diferentes colénias estabelecida no mundo, reconhecidas através do nome do respectivo

jaboratdrio, tais como BB/E (“Edimburg™), BB/Phi (“Philadelphia™), BB/Wor

{(“Worcester”).

O DM espontineo ndo constitui, porém, a Unica manifestagio de doenga auto-

imune do rato BB, o qual apresenta uma alta freqgiiéncia de tiroidite ¢ diversos auto-



anticorpos Orgdo especificos como: anti tireoglobulina, anti mucosa gastrica anti musculo

liso (YALE & MAREEIS, 1982)

O DM espontineo clinico nestes animais € precedido por um periodo de
prédiabetes, caracterizado por insulite e presenga de auto-anticorpos anti-ilhota,
similarmente ao gue ocorre nos camundongos NOD. Na insulite apesar de observarmos
priﬁcipaimeﬁte linfécitos T CD4+ ¢ CD8+, porém macréfagos e infocitos B sdo também

encontrados nas ilhotas pancredticas (SEEMAYER ef al, 1982},

O camundongo NOD foi descoberto no Japéo, por MAKINO ef al. {1980}, apds o
cruzamento de uma sublinhagem CTS (propensa a catarata) com uma linhagem néo
consangliinea ICR. O primeiro caso de DM espontdneo foi observado em apenas

camundongo fémea, a partir da qual se estabeleceu a linhagem NOD isogénica.

A partir de entdo, esta linhagem foi distribuida a comunidade cientifica mundial,
sendo que, no Brasil foi implantada por PAVIN & ZOLLNER (1994) a partir de animais
fornecidos pelo Laboratério INSERM U-25-Necker/Paris, Franga. Essas colonias,
estabelecidas em diferentes paises podem diferir quanto a freqiifncia e a idade de
aparecimento do DM espontineo, possivelmente devido as diversas condigdes ambientais
¢ de manutencdo dos animais. Em virtude dessas diferencas essas linhagens sdo
designadas como de alta ou baixa freqliéncia de diabetes mellitus espontaneo. Por outro
lado, todas as colbnias até hoje estabelecidas apresentam dimorfismo sexual quanto 2

frequéncia do DM espontineo. De tal maneira que, para animais de 25 semanas de idade,



a frequéncia do DM espontaneo varia entre 5% e 90% nas f8meas & entre 0% e 50% nos

machos, nas diferentes coldnias do mundo (KIKUTANI & MAKINO, 1992: POZZILI e

al., 1993).

O DM clinico nesses animais desenvolve-se entre 0 quarto e o sexto més de vida,
evidenciado através da hiperglicemia de sinais e sintomas dela decorrente tais como:
politiria, polidpsia. Contudo, como no homem, ¢ precedido por uma fase de pré-diabetes,
caracterizada por infiltrac8o progressiva das ilhotas pancredticas por células
mononucleares, que tem inicio, geralmente, no primeirc més de vida dos animais em
ambos os sexos (KIKUTANI & MAKINO, 1992). A insulite ¢ constituida,
predominantemente, por linfocitos T CD4+ que sfo os primeiros a invadirem as ilhotas,

seguidos pela migragdo de linfécitos T CD8+ (THIVOLET et af., 1991).

Os linfocitos T auto-reativos demostram ter papel crucial no aparecimento da
diabetes nesses animais (TISCH & McDEVIT, 1996), sendo a ineficiéncia de eliminacéo
destes podem contribuir para ¢ aparecimento da doenga. Assim, observou-se que a
prevengdo do DM espontdneo nos camundongos NOD pode ser obtida através de
timectomia neonatal e que em camundongos NOD/nude, atimicos, ndo ha a manifestacio
da doenca. Além disso, diversos autores reportaram tratamentos imunossupressores, ¢om
atuaglo direcionada preferencialmente para linfocitos T, sdio capazes de suprimir a
ocorréncia do DM auto-imune espontdneo (OGAWA ef al, 1985; O REILLY ez al., 1991;

HIDEKI ef al,1992; BACH, 1994; KAY et al, 1997 WONG et gl, 1997). Também



nestes animais foram obtidos dados indicando a existéncia de linfécitos T supressores
com fungdo de regulaclo negativa da auto-imunidade anti-ithota. Concretamente, foi
obtida a prevengdo do DM espontdneo em camundongos NOD através da transferéncia de
linfécitos CID4+ obtidos de animais que receberam o tratamento com adjuvante compleio
de Freund — CFA ¢ superantigenos de Staphylococcus (KAWAMURA ef al., 1993;.0QIN
et al., 1993). Postulou-se entdo, que os mecanismos deste tipo de proteciio envolveriam
acdo seletiva sobre certas subpopulagfes linfocitdrias T CD4+, desviando a resposta

imunitaria de Thl para Th2, linfécitos produtores de 114 e IL10, ampliando assim a

resposta humoral em detrimento da resposta celular,

Diversos experimentos envolvendo o camundongo NOD tém fornecido evidéncias
do papel chave de substincias mediadoras da destruigdo das células P pancreaticas
produzidas por linfécitos T CD8 e CD4". Dentre esses mediadores incluem-se os
contetdos granulares dos linfocitos T CD8", como perforinas e granzimas, além de
moléculas de superficie como Fas, Fas-L, TNF e outros membros da familia TNF, além
das citocinas liberadas pelas demais células envolvidas no processo inflamatorio das
ilhotas pancreaticas. Estes mediadores sdo conhecidos por induzir a fragmentaciio do
DNA ¢ mudangas morfologicas caracteristicas da apoptose através de sinalizacdio de

receptores que envolvem a ativagiio de proteases ou caspases (INGELSSON et al., 1998)



3. Modelo de Diabetes Acelerado por Ciclofosfamida

A Ciclofosfamida (CI) € um potente alquilante de DNA, que tem efeito citotdxico
direto preferencial sobre células que se dividem rapidamente (TURK & PARKER, 1982).

Em particular, a CI ¢ utilizada como uma droga imunossupressora, para o fratamento de

doengas auto-imunes mediadas por auto-anticorpos.

No campo experimental, diversos autores tém estudado o efeito da administracio
da CI em modelos animais de doencas auto-imunes induzidas por antigenos, Nos
camundongos NOD os efeitos da CI foram descritos pela primeira vez por HARADA &
MAXKING (1984) mostrando que essa droga € capaz de acelerar o aparecimento de
diabetes em f€meas ¢ induzi-la em machos. Por outro lado CHARLTON & MANDEL,
em 1989, reportaram que o efeito diabetogénico da CI decorre de sua agfo sobre o sistema
imunoldgico e ndo de uma agfo citotdxica direta sobre as células B pancredticas. Além
disso, os autores observaram sensibilidade exclusiva as acgdes da CI na colbnia

NOD/WEHI, de baixa fregiiéncia de DM espontineo, em andlise conjunta de doze

diferentes linhagens de camundongos.

Os mesmos autores sugeriram ainda que a fisiopatologia do DM-CI no
camundongo NOD induzida € similar & da doenga espontinea nestes animais. Assim, a CI
atuaria sobre o sistema imunologico, acelerando o processo auto-imune de destruigdo de
células B natural da linhagem. De fato, os estudos embasados no efeito da deplecdo de

subpopulacdes T sobre a evoluclo da insulite ¢ em modelos de isotransplantes de

10



pancreas, ou transferéncia do DM esponténeo entre NOD/Wehi adultos, mostraram que a
destruicio das celulas P pancredticas no modelo DM-CI ¢ dependente de linfocitos T
CD4" ¢ CD8", como ocorre na doenca espontdnea da linhagem NOD. Os autores
propuseram ainda, que a administraco de Cl induziria a deleco sistémica de linfoeitos T
supressores ¢ efetores, especificos do DM-1. Porém, os linfécitos T efetores,
possivelmente CD4", seriam reconstituidos mais rapidamente, promovendo desta forma, a

evoluco da insulite pancredtica ¢ o aparecimento do DM esponténeo clinico.

4.  Imunocintervencdo no Diabetes Auto-Imune

O conhecimento sobre a patog€nese do diabetes auto-imune e a condugdo de
programas, visando sua detec¢fio precoce, levaram a elaboracdo de estratégias de
intervenc@o em seu curso natural. Porém os ensaios terapéuticos propostos podem ser

considerados inespecificos, visto que o auto antigeno primério da doenca é ainda

desconhecido.

As estratégias imunoterapéuticas do diabetes auto-imune humano tém sido
direcionadas a duas categorias de individuos: diabéticos com DM-1 recentemente

diagnosticado e pré diabéticos pertencentes a familias de pacientes portadores do diabetes

tipo 1, objetivando-se a preservagfo da funcio das células B residuais (BACH, 1994).

A partir de 1980, as terapias por imunointervengfo tém sido aplicadas a diabéticos
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tipo 1, utilizando-se duas grandes categorias de drogas segundo seu mecanismo de aco:

as imunossupressoras e as imunomoduladoras (SKYLER & MARKS, 1993).

Nos primeiros estudos utilizando-se glicocorticdides como imunossupressores,
(ELLIOT et al, 1981), em associac@io ao soro anti linfocitério (EISENBARTH er ol

1985) ou a azatioprina (SILVERTEIN er o/, 1988). Os resultados destes tratamentos, de

modo geral, nfo foram satisfatorios.

Resultados significativos foram obtidos porém, com a utilizagdo de Ciclosporina
A, potente imunossupressor que age seletivamente sobre a ativagio dos linfécitos T
inibindo a secrecio de ILZ (SCHREIBER & CHABTREE, 1995). Dois estudos
multicéntricos, realizados em pacientes adultos com DM-1, conduzidos na Franca,
Canada e Escandinavia, apresentaram resultados de eficdcia similares. (FEUTREN er al.,
1986; The Canadian-European Diabetes Study Group, 1988). Contudo, a administracio
continuada de Ciclosporina trouxe riscos de nefrotoxicidade e hipertensdo dose-
dependentes, que exigiram ¢ seguimento continuo dos individuos tratados. Além disso, a
interrupgdo do tratamento provocou a remissfo total ou parcial da doenca. Entretanto, os

ensaios com Ciclosporina foram fundamentais pois demonstraram a possibilidade de

impedir ou pelo menos retardar a destruicdo imune das células B pancreaticas no DM-1.

VOLPINI ez al. (1996) demonstraram a prevencdo do DM-CI induzido em NOD
através de imunoterapia isolada utilizando-se anticorpos monoclonais depletantes anti-

CD4 (YTS-191) e anti-CD8 (YTS-169), iniciada em momento critico de progressio de
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insulite invasiva/destrutiva (10° dia apos a primeira dose de CI). O sucesso terapéutico foi
obtido com o protocolo de curta durago (10 dias) e de baixas doses totais de anticorpos
monoclonais (0,5 a 1,25 mg/camundongo). O tratamento com anti-CD4 impediu a

evolugéio da insulite para os estadios finais, os quais ndo foram, porém blogueados por

anti-CD8.

5. Gangliosideos e Seu Potencial Imunomodulador

Os gangliosideos sfo glicoesfingolipideos formados por uma por¢do hidrofébica,
de 4cido graxo amido de esfingosina e uma cadeia hidrofilica de carboidratos, contendo
uma ou mais moléculas de acido sidlico (4cido n-acetilneuraminico-NANA) o que lhes
confere carga negativa. A cadeia oligossacaridica do gangliosideo pode variar em
composi¢do, porém a seqliéncia béasica compreende quatro sacarideos: em geral glicose,
galactose, N acetilgalactosamina e eventualmente, frutose. Nestes compostos, a cadeia
oligossacaridica contém pelo menos um agcar acido ligado a ceramida (esfingosina +
acil CoA). Embora sejam componentes normais da membrana celular da maioria dos tipos
celulares, sd3o encontrados em maior concentracdo nas células do sistema nervoso
(LEDEEN & YU, 1982; TETTAMANT & RIBONI, 1994). Na molécula do gangliosideo,
o niimero e a posi¢do dos residuos de acido sialico sfo varidveis, o que deu origem A sua

classificacio.
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Os gangliosideos localizam-se externamente 24 bicamada lipidica, sendo
importantes em diversos processos biolégicos participando da regulacio, reconhecimento,
adesdo intercelular, proliferacio, morfogénese, diferenciagdo, neuritogénese, apoptose ¢
transformacdo oncogénica. Além disso atuam como receptor e co-receptor de vérias

substdncias bioativas como horménios e citocinas, ¢ na tradugfo de sinais para o meio

intracelular (MAHONEY & SCHNAAR, 1997).

Considerando os diferentes mecanismos pelos quais os gangliosideos podem
associar-se as cclulas, a alteraco de seu perfil em um determinado tipo celular pode
resultar na modulag8o das propriedades de superficie, atividades enziméticas e fungéo de

outros tipos celulares, sendo considerados como um tipo de citocina (BERGELSON,

1995).

Diversos autores observaram que gangliosideos poderiam inibir a proliferaciio e a
atividade dos linfocitos T (LADISCH er al, 1984; MERRIT ef al., 1984; OFFNER ef al,
1987). MERRIT et al. (1984) verificaram que gangliosideos eram capazes de inibir a
proliferacdo de linfocitos T citotoxicos dependentes de IL2 in vitro. OFENER et al
(1987). por sua vez, mostraram que estas moléculas induziriam alteraces na orientagfio
molecular do CD4 presente nos linfécitos T helper. BRETZEL ef ol (1990) estudando
culturas de ilhotas pancredticas de ratos Lewis (RT1)m tratadas com gangliosideos, e
destinadas ao transplante em ratos BdII (RT1), observaram uma significativa redugfo do

numerc de c€lulas expressando o MHC la, sem alteracdo do nimero daquelas que
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expressavam MHC 1. O tratamento prolongou o tempo de sobrevida das ilhotas

transplantadas em 20% dos receptores.

A hipdétese do envolvimento dos gangliosideos no desenvolvimento do diabetes
auto-imune recebeu importante subsidio, apds a obtengfo de evidéncias de gue a natureza
do antigeno alvo do anticorpo anti citoplasma da célula da ilhota {ICA), corresponderia a
um sialoglicoconjugado (NAYA er al, 1985). Posteriormente, COLMAN e al. (1988)

verificaram que uma fraclio de monogangliosideo extraido de péncreas humano inibia a

ligacfio do ICA em cortes histologicos de pancreas.

Ao analisarem ¢ padrio de distribui¢do dos gangliosideos no péncreas humano,
DOTTA et al. (1989) verificaram que o gangliosideo GM2-1 estd expresso nas ithotas
pancredticas humanas em grande quantidade, ao passo que no restante do 6rgio estd em
menor quantidade. Estudando a ligagdo de ICA em criocortes de péancreas de
camundongos NOD e camundongos C57BL/10 ndo diabéticos, DOTTA ez al. (1990)

verificaram uma forte imunomarcagio em ilhotas dos camundongos NOD.

DOTTA ef al (1992) realizaram um estudo comparativo da expressio de
gangliosideos em ilhotas pancreéticas de camundongos NOD e de camundongos C37
BL/10. Os resultados deste trabalho mostraram que ha uma quantidade maior do
gangliosideo GMZ-1 nas ilhotas dos camundongos NOD. Além disso, foi observada
acentmada redugdo na quantidade dos gangliosideos GM2-1 e GM3, concomitantes com o

avanco da 1dade ¢ com inicio do diabetes nestes animais. Estes achados foram
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interpretados por DOTTA ef al. (1992, 1997, 1998) como forte evidéncia de que o

monosialogangliosideo GM2-1 € o antigeno alve do ICA.

No conjunto, essas observagGes tém reforgado a hipétese de que os gangliosideos
desempenham papel modulador importante na atividade imunologica e tem dado suporte

a investigagdo de seu emprego para terapéutica dos distirbios imunolégicos (LADISCH

et al.,1984; DOTTA ef al., 1997).

Frente a esses fatos , WILBERZ, et al. (1988), trataram camundongos NOD com
gangliosideos objetivando o estudo de seu efeito sobre a incidéncia do digbetes mellitus
nestes anirmais. Estes autores verificaram que a incidéncia da doenca foi
significativamente diminuida em fémeas tratadas a partir da quarta semana de vida e nos
machos, embora o tratamento com gangliosideos ndo tenha reduzido a ocorréncia da

perivasculite, precursora da invasio das ilhotas de Langerhans pelas células inflamatérias.

Por sua vez, PAPACCIO et al (1993) mostraram que a administracio de
gangliosideos em camundongos NOD fémeas, a partir da quinta semana até a vigésima
primeira semana de vida, reduziv o aumento gradual da glicemia, retardando assim a
instalagdo do diabetes clinico. Coerente com estes dados, observaram que o tratamento
com gangliosideos retardou a progressiva desorganizagdo da cito-arquitetura das células
B. Contudo, curiosamente, estes autores relataram n3o terem encontrado diferenca
significativa entre os animais tratados e os animais controle quanto ao aparecimento da

insulite ¢ da sua progressdo. Além disso, na opinifio dos autores os dados obtidos neste
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trabalho nfo seriam suficientes para provar a eficiéncia da acio terapéutica dos

gangliosideos sobre a instalachio e evolucio do DM auto-imune.
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2. Objetivos




Considerando 2 participacdio dos gangliosideos sobre os processos imunoldgicos
descritos na literatura e a natureza auto-imune do DM esponténeo apresentado por

camundongos da linhagem NOD, este trabalho teve como objetivos:

1. Awvaliar o efeito da administragiio crénica da mistura de gangliosideos sobre a

incidéncia ¢ morbidade do DM auto-imune espontineo em fémeas dessa

linhagem.

2. Investigar o efeito da administracdo cronica da mistura de gangliosideos sobre

o processo inflamatério nas ilhotas pancredticas (insulite) que se verifica

durante a fase pré-diabética e pos-diabética.

-

3. Verificar se a administrag@io cronica da mistura de gangliosideos inibe o efeito
da ciclofosfamida sobre a instalacio e desenvolvimento da insulite e da

incidéncia do DM auto-imune esponténeo.
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3. Material ¢ Métodos




3.1, Animais

Os camundongos utilizados neste estudo foram obtidos da colbnia NOD
proveniente do INSERM U-25, Hospital Necker(Paris, Franca), implantada e
mantida pelo Centro de Bioterismo da Unicamp{CEMIB) desde 1994, em
condigdes “germ free”. A frequéncia do DM auto-imune espontaneo registrada na
colénia de camundongos NOD do CEMIB, a partir da sua implantacio, tem se
mantido ao redor de 64,3% entre as fémeas e de 18.5% entre os machos,
considerando-se a populagfio dos animais com no maximo 25 semanas de idade,

revelando-se similar a da colbnia de origem (PAVIN & ZOLLNER, 1994).

Foram empregados 75 camundongos fémeas, retirados do CEMIB com 4 semanas
de idade. A partir de seu recebimento, os animais foram mantidos no biotério do setor de
pesquisa do Hospital SOBRAPAR e no Laboratorio de Imunologia Clinica
DCM/FCM/UNICAMP sob condigdes sanitdrias livres de patégenos conhecidos, com
controle de luz e temperatura, recebendo racfio ¢ agua ad libitum. Os animais foram
sacrificados ao completarem 17, 21 ou 25 semanas de vida, de acordo com o estabelecido
para cada grupo experimental, ou quando apresentaram glicostiria por duas dosagens

consecutivas ¢ glicemia acima de 17.0 mM(KAWAMURA ef al. .1993, JUN et al. 1999).
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3.2. Grupos Experimentais e Tratamentos (tabela 1)

Para o estudo do efeito da administragdo didria de uma mistura de gangliosideos
sobre a ocorréncia do diabetes, os animais foram divididos em dois grupos(A ¢ B), sendo

que, no grupc A foi permitida a ocorréncia espontinea da doenga e no grupo B esta foi

acelerada pela administracio de ciclofosfamida(tabela pg.34)

Os animais do grupo A foram subdividos em seis subgrupos, de acordo com o
tempo de sobrevida maximo de 17 semanas{Alg e Alc), 21 semanas(A2g e AZc) e 25
semanas(A3g e A3c). A partir da 4° semana de vida, todos os animais do subgrupos Alg,
Alg e A3g receberam diariamente 150 mg/kg(dose tnica, i.p.) da seguinte mistura de
gangliosideos: GM1(21%), GDla (40%), GD1b (16%), GT1b (19%) (Sinaxial®, TRB
Pharma). Os animais dos grupos Alg ¢ A3g receberam este tratamento até a 17% semana
de vida, ou seja, durante 13 semanas. Apés esse periodo de tratamento com gangliosideos,
os animais do grupo A3g foram apenas acompanhados para a monitoragio do peso
corporal € da ocorréncia de glicostria até a data do sacrificio. Por sua vez, os animais do

grupo A2g receberam a mistura de gangliosideos até a 21° semana de vida, o que

correspondeu 17 semanas de tratamento.

Os animais dos subgrupos Alc, A2¢c e A3c corresponderam aos controles dos
subgrupos Alg, A2g e A3g, respectivamente. Esses animais receberam doses diarias de

solucdo salina estéril (0,9%, i.p.), com volume igual ao recebido pelos animais tratados
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com gangliosideos, de acorde com o seu peso corporal ¢ pelo mesmo periodo de tempo.

Os animais que desenvolveram diabetes foram sacrificados apés a constatagdio por
dois dias consecutivos de glicoslria positiva, seguida da verificagio de glicemia acima de
17.0mM. Os animais gue ndo apresentaram estado diabético foram sacrificados ao
completarem 17, 21 ou 25 semanas de vida, de acordo com o grupo experimental a que

pertenciam.

Os animais do grupo B foram divididos nos subgrupos Bg ¢ Be, sendo que o3
pertencentes ao subgrupo Bg receberam tratamento diario com a mistura de
gangliosideos(150 mg/Kg, dose Gnica,i.p) a partir da 4°. semana de vida, duas doses de
ciclofosfamida(200 mg/Kg, i.p., Enduxan® Asta). Sendo a primeira dose dessa droga
aplicada no inicio da 10° semana de vida e a segunda no inicio da 12°. semana de vida, de
acordo com © protocolo estabelecido originalmente por HARADA & MAKINO 1984 ¢
adaptado para a colénia NOD/Uni do CEMIB por VOLPINI et a/. 1995. Os animais do
subgrupo Be, constituiram 0s animais controle do grupo B, recebendo doses diérias de
solucdo salina estéril (0,9%, 1.p.) com volume igual ao recebido pelos animais tratados
com gangliosideos, de acordo com seu peso corporal, e duas doses de ciclofosfamida(200
mg/Kg, 1.p.) no inicio da 10°. e da 12°. semanas de vida, respectivamente. Os animais dos
grupos Bg e Bc foram sacrificados ao fim da 17°. semana de vida, apds a constatagio do

diabetes pela apresentagio de glicostiria por dois dias consecutivos.
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Tabela 1. Protocolos ¢ Grupos Kxperimentais. A tabela abaixo resume o0s grupos
experimentais empregados  os respectivos tratamentos e tempos de sobrevida méxima dos
A01Mals.

GRUPOS SUBGRUPD TRATAMENTO TP Dose PERIODO  SOBREVIDA
Alg (m=7) Ganghiosideos DHariamente 150 mg/kgin.  4%17sv 17 semanas
Ale (=12 Saling DHariamsente 0.9% 1. 175y 17 semanas
AZg (o= 1I) Gangliogideos Drariamente I30mg/kgip  4%-21%sv 21 semanas
AZe (o= 1D Salina Diarigmenie 0.9% ip. 4%.21% 5y, 21 semanas
Adg (n=7) Gangliosideos Diariamerde P30 mglkgip A%-1Tsv 23 semanas
Adc (7= 14} Saling Diariamente 0.9% ip. 175y 23 semanas
Bg (n=13) Gangliosideos Diariamente 150mg/kgip 4%17sv, 17 semanas
Ciclofosfamida 1 dose 200 mg/kgip. 107 v
2% dose W0 mgkgip  2%sv
Be {o=6) Saling Diariamenie 0.9% ip. 4817 sy, 17 semanas
Ciclofosfamida 1* dose 0 mgkgip.  10° sv,
2% dose 2W0omekeip. 1285w
Grupes Bxperimentais Feriode em Semanas de Vida dos Animuis
Grupo A M4 5 [ 7 % S 011 b iz | i3 1 14 | 18 19 120 | 23 | 22 023 1 34 | 25
L Eentrale gl 12
Gangliesidess - Alg 1 7 Truiaments gom zangliasidens
L i tel s A ] 13 | i i ! i i | ! i [ i
angiosideos — AZg 12 Tratamento com ganghosidecy
R I ) | I i i ] ! i : H i : ;
Ganglosidess — A3g 7 Trataments com gangiiosideos
Grupo B~ Cliclofosfamida
T H T

Gangliosideo — By

i

Suevificio Tratamento ganglicsides !

i i
| Sftretamento E | Tratamento gitosid [ C ! Administracio Ciclofosfamida



3.3. Diagnostico de Diabetes e sacrificio dos animais

A ocorréncia do diabetes mellitus foi monitorada em todos os animais a partir da
sua retirada do CEMIB. Diariamente, enire 9 ¢ 10 horas da manh3, foi verificada a
ocorréncia de glicoslria empregando-se o teste de glicofita (Glicofita, Lilly®). Os
animais foram considerados diabéticos apés constatagdo de glicostiria por dois dias
consecutivos € confirma¢do da glicemia através de glicosimetro utilizando-se tiras
reagentes (Haemo-Glukotest 20-800 R - Bochringer Mannheim.) retirando-se amostra de

sangue pela cauda do animal. Desta forma, o diabetes foi confirmado pela verificagiio de

um valor de glicemia maior quel7,0 mM.

Os animais que apresentaram diabetes antes de completado o tempo de sobrevida
maxima(17, 21 ou 25 semanas) foram imediatamente anestesiados com 0.2 ml de hidrato
de cloral 10% e sacrificados para remocdio do pancreas. Este érgio foi depositado em
capsulas contendo meio de inclusdo(Tissue Tek OCT, Miles — USA) e rapidamente
congelados em nitrogénio liquido. Este procedimento foi realizado sempre de modo que
os péncreas, ao serem colocados nas cdpsulas, ficassem o mais distensos possivel. A
seguir, foram conservados em “bio-freezer” a -80°C até o seu processamento histologico.
Apés este procedimento, os pancreas foram removidos para estudo morfologico
empregando-se cortes obtidos em criostato (Leica, CM1850). O mesmo procedimento foi

empregado em todos os animais ao final do periodo experimental.
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3.4. Avaliacdo Histologica

A avaliag8o histoldgica dos pancreas objetivou a analise da morfologia das ilhotas
de Langerhans ¢ de seu eventual grau de insulite, seguindo-se os critérios propostos por
SIGNORE er ol 1989 ¢ PAPACCIO, BACCARI & MEZZOGIORNO 1993, Esta
avaliacdo foi realizada nos pancreas provenientes dos animais dos subgrupos: Alg (n=4) e
Alc (n=8) - 17 semanas de sobrevida/13 semanas de tratamento com gangliosideos; A3g
(n=7) ¢ A3c (p=14) - 25 semanas de sobrevida/13 semanas de tratamentoc com
gangliosideos; e Bg (1=53) e Bc (n=6) - ciclofosfamida, 13 semanas de tratamento com
gangliosideos.

Apos o posicionamento do pancreas no suporte do criostato de maneira a se obter a
maior area possivel de corte, foi coletada uma série de nove cortes consecutivos, com
Sum de espessura, depositados em ladminas histoldgicas previamente silanizadas(y
Methacryl-Oxipropil-Methoxysilane-Sigma St Louis, USA). Apés a obtencio da primeira
série de cortes, o pancreas foi desbastado de 300um e a seguir, ouira série de 9 cortes foi

igualmente coletada. Repetiu-se este procedimento outras seis vezes obtendo-se os

conjuntos de ldminas representados no esquema (pg. 33).

Os cortes foram entfo corados pela técnica da hematoxilina e eosina e examinados
ao microscopio de luz (Zeiss, Axioscop). Para a avaliagio do numero de ilhotas de
Langerhans e classificagiio destas, segundo o grau de insulite apresentado, foram

selecionados as léminas 1, 4, 7, 10, 13 ¢ 16 obtidas de pancreas provenientes de todos os
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animais dos subgrupos Alg, Alc, A3g, A3c, Bg e Bo. A classificagio das ilhotas

analisadas foi realizada airibuindo-thes ¢ seguinte escore:

§ = ithota normal, na suséneia de infiltrado
1 = pem-insulite, presenca de hnfdcitos somente a0 redor da ithota
2 = insulite moderada, mfilrado invadindo parcialmente 3 ilhota

3 = insulite avancada, infiltrado ocupando extensiva ou totalmente ithota

Fsquema represemtando o procediments seguido para a obiencio dos conjuntos
de certes analisades para estude meorfelégice e gquantitative das ilhotas
pancreaticas
1 2 3 4 s 6 7 8 9
Ey & & & & 2 2 &
22 e @ & | . ® @
3® 5 % @ ® . & % B 2
10 il iz i3 14 15 i6 i7 i8
" e & @ ® ® ® ® ® ®
28 4 & & & & & 4 & &
3® 0 2 # ® B 2 £ % 2 5




4. Avaliacdo Estatistica

Para avaliagao estatistica dos resultados quantitativos correspondentes 2 incidéncia
do diabetes mellitus, para contagem do nimero de ilhotas e sua classificacfo guanto
ao grau de insulite, foi realizada primeiramente andlise da varidncia( ANOVA) seguida

do teste de Newman-Keuls, assumindo-se o nivel de significAncia igual a 0.05.
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4. Resultados




4.1. Efeito do Tratamento com Gangliosideos Sobre a Manifestacio
Espontinea do Diabetes Mellitus Auto-imune

O acompanhamento dos animais durante os periodos de experimentagio
revelou que todos os camundongos NOD tratados com 2z mistura de gangliosideos
(subgrupos Alg, Alg e A3g) apresentaram teste negativo para glicostiria até completarem
os tempos de sobrevida maxima de 17, 21 ¢ 25 semanas, respectivamente. A auséneia do
estado diabético foi confirmada pelo registro de glicemias menores que 17.0mM em todos
esses animais. Os animais do subgrupo A3g nfo apresentaram os sinais clinicos de
glicosiiria ¢ hiperglicemia, mesmo oito semanas apés a interrupeio do tratamento (Figura 1).
Além disso, o crescimento corporal desses animais foi semelhante aos animais
pertencentes aos subgrupos controle (Alc, A2¢ e A3c) que ndo ficaram diabéticos (Figura 2).

Por outro lado, nos subgrupos controle verificou-se a ocorréncia de glicosuria em
25% (3/12) dos animais no subgrupo Alc, 50% (6/12) nos animais do subgrupo A2c ¢
50% (7/14) dos animais do subgrupo A3c (Figura 1). Sendo que a glicostria foi verificada
somente nos camundongos com mais de 15 semanas de idade, em todos os subgrupos controle. O
estado diabético foi confirmado pela verificacdo de valores de glicemia acima de 17.0 mM em todos
esses animais com teste positivo para glicostiria. Estes resultados mostraram que a incidéncia do
diabetes mellitus espontéinec ocorrida no subgrupos controle Alc, A2¢c e A3c foi semelhante 2

verificada no CEMIB quando da implantagfio da coldnia em 1994 (PAVIN & ZOLLNER, 1994).
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Figura 1. Grifico representando incidéncia do diabetes. Em todos os
subgrupos tratados com a mistura de gangliosideos nio foi observada ocorréncia
de diabetes mellitus auto-imune espontdneo. Dentre este destaca-se o subgrupo
A3g, no qual o tratamento foi interrompido 8 semanas antes do sacrificio dos
animais. Observe-se que nos animais controle a incidéncia da doenga foi de 25%
nos animais do subgrupo Alc e de 50% nos amimais dos subgrupos A2c e Adg,
respectivamente.
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Figura 2. Os graficos acima mostram a evolugfo do peso corporal nos animais do grupo
A. Note-se que ndo houve diferencas de crescimento corporal entre 0s animais dos
subgrupos tratados com gangliosideos (Alg, A2g ¢ A3g) e os respectivos subgrupos
controle (Alc, AZc e Alc), independente dos tempos de tratamento e de sobrevida. Os
valores representados para cada ponto correspondem a4 média do peso dos animais
de cada grupo com tesie negative para glicosiiria. As setas e os valores a elas associados
indicam a semana em que foi diagnosticada glicostiria no grupo e ¢ respectivo nimero
de animais entdo sacrificados. { Bgangliosideos/# controle)



4.2. Efeito do tratamento com gangliosideos sobre a manifestacdo de
processo inflamaiorio e destruicdo de ithotas de Langerhans

Para analise histolégica do efeito do tratamentc com gangliosideos sobre a
manifestacdo de processo inflamatdrio € destruicBo de ilhotas de Langerhans foram
empregados 18 cortes (Sum) semi-seriados do pancreas total dos animais dos subgrupos

Alg (n=4), Alc (n=8), A3g (n=7) ¢ A3c (n=14).

Desta forma, foi efetvada a contagem do numero de ilhotas em cada um dos
animais, assim como sua classificacfio segundo o grau de insulite, de acordo com o©
seguinte escore: 0= Ilhota normal, auséncia de infiltrado; 1= Peri-insulite, presenca de
infiltrado circundando a ithota; 2= Insulite moderada, infiltrado invadindo parcialmente a

ithota; 3= Insulite avancada, infiltrado ocupando totalmente a ilhota (Prancha 1).

A contagem do nimero de ilhotas mostrou que nos subgrupos Alg e Alc, os
valores encontrados ndo diferiram estatisticamente, correspondendo a 41+7 (média + e.p.;
n=4) e de 44+10 {(n=8) ilthotas por animal, respectivamente. Por sua vez, nos animais dos
subgrupos A3g € A3c o namero médio de ilhotas por animal também foi estatisticamente
semeihante, correspondendo a 8346 (n=7) no subgrupo A3g ¢ a 68£10 (n=14) no
subgrupo A3c. Contudo, deve ser notado que estes resultados evidenciaram uma

tendéncia de reducdo do ndmero de ilhotas nos animais do subgrupo Ac3 quando

comparado com o computado nos animais do subgrupe Ag3 (Figura 3).
A analise morfoldgica revelou que nos subgrupos tratados com gangliosideos (Alg
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e A3g) predominaram ilhotas normais e com peri-insulite (Prancha II, a e b), ao contrario
do que se observou nos grupos controle (Alc e A3c), nos quais foram mais freqiientes as
ilhotas com insulite avancada (Prancha II, ¢ e d). Por outro lado, nio puderam ser

observados diferencas morfoldgicas entre as células das ilhotas ou do tecido exdcrino dos

animais tratados e controles.

A classificagdo das ilhotas, de acordo como o seu grau de insulite, mostrou que nos
subgrupos tratados Alge A3go percentﬁal de ilhotas com escore 0 correspondeu a 46,7%
e 33.3%, respectivamente. Nos animais controle dos subgrupos Alc e A3c estes valores
foram significativamente inferiores, e corresponderam a 15,1% e 16,6%, respectivamente.
Por sua vez, as ilhotas com escore 1 nos subgrupos Alg e A3g perfizeram 17,6% e
40,14%, respectivamente. Enquanto que nos subgrupos controle Alc e A3c estas
corresponderam a 22,5% e 22%, respectivamente. Por sua vez, as ilhotas com escore 2
encontradas nos subgrupos Alg e A3g corresponderam a 22,4% e 18,5%, ao passo que
nos grupos controle Alc e A3c elas corresponderam a 29,3% e 36%, respectivamente. Por
fim, as ilhotas classificadas com escore 3 nos subgrupos Alg e A3g corresponderam a

13,3% e 8,1%, enquanto que nos subgrupos controle Alc e A3c corresponderam a 33,1%

e 25,4%, respectivamente (Figura 4).
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Figura 3. Grifico representando o niimero de ilhotas de Langerhans (médiaCerro
padrio) presentes no pancreas dos animais tratades com gangliosideos ou solucio
salina a partir da 4a até a 17a semana de vida. Note-se que os valores encontrados
ndo diferiram estatisticamente entre os subgrupos analisados Alg (n=4), Alc (n=8),
A3g (0=7) e A3c (n=14). Contudo, deve ser destacada a tendéncia de reducdo do
numero de ilhotas nos animais do subgrupo Ac3 quando comparado com o verificado
nos animais do subgrupo Ag3
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Figura 4. Grifico representando classificacio das ilhotas de Langerhans
segundo o grau de insulite apresentado. Observe-se que nos subgrupos tratados
com gangliosideos (Alg e A3g) o percentual de ilhotas com escore 0 foi
significativamente superior ao observado nos respectivos subgrupos controle. Por
outro lado, o percentual de ilhotas com insulite, independentemente do seu escore,
tendeu a ser sempre superior nos animais controle quando comparado com os dos
animais tratados. Observe-se também que nos animais do subgrupo A3g o
percentual de ilhotas com escore 1 foi superior ao dos animais dos subgrupos Alg,
ao passo que ndo diferiram entre os respectivos subgrupos controle. Note-se ainda,
que o percentual de ilhotas com escore 2 e 3 foi semelhante nos grupos Alg e A3g.
(0= Ilhotas normais; 1= Peri-insulite, 2= Insulite média; 3= Insulite avangada)



4.3. Efeito do Tratamento com Gangliosideos sobre a Manifestacdo do
Diabetes Mellitus Auto-imune Espontineo Acelerada pela
Administracdo da Ciclofosfamida

Todos os animais dos subgrupos Bg e¢ Bc apresentaram teste negativo para
glicostria ao atingirem a 10* e a 12° semana de vida. Desta forma, tanto os animais
tratados com gangliosideos (Bg), como os que receberam solugdo salina (Bc) a partir da

4% semana de vida, ndo apresentavam sinal evidente de diabetes ao receberem a 1% e a 2° dose

de ciclofosfamida.

Por sua vez, a totalidade dos animais do subgrupo Bc apresentaram teste positivo
para glicostria ap6s a administragdo de ciclofosfamida. Sendo que a glicosuria foi
constatada em 2 animais 15 dias apés a primeira dose de ciclofosfamida, em 3 animais
apos 21 dias e em 1 animal ap6s 28 dias. Desta forma, 100% (6/6) dos animais controle
desenvolveram diabetes, acelerada pela agdo da ciclofosfamida, antes de atingirem 17
semanas de vida (Figura 5). Os animais do subgrupo Bc tiveram crescimento corporal
semelhante aos do subgrupo Bg até o momento que apresentaram glicosuria, quando entfio
foram sacrificados (Figura 6).

Dentre os animais tratados com gangliosideos (Bg), apenas 1 exibiu teste positivo
para glicosuria 28 dias apds a 1° dose de ciclofosfamida e 1 apés 39 dias. Os outros trés
animais desse subgrupo ndo apresentavam este sinal do diabetes ao atingirem a 17°

semana de vida. Assim, 60% (3/5) dos animais do subgrupo tratado com gangliosideos
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parecem terem sido protegidos da agdo da ciclofosfamida no decurso do periodo

experimental aqui estudado.

A contagem do numero de ilhotas resultou em 29+7 (média + e.p.;n=>5) ilhotas por

animal no subgrupo Bg, ao passo que no subgrupo Bc esse valor correspondeu a 13+7
(n=6), significativamente inferior (Figura 7). A andlise histologica revelou que nos
animais do subgrupo Bg o péancreas apresentava ilhotas com insulite e ilhotas normais,
contrastando com o observado nos animais controle (Bc), onde estas tltimas estavam
ausentes. Desta forma, fazendo-se a classificag¢do das ilhotas verificou-se que no subgrupo
Bg 26,2% tiveram escore 0, 30,7% tiveram escore 1, 37,5% tiveram escoré 2 e 5,60
tiveram escore 3. No subgrupo Bc os valores encontrados foram 0% de ilhotas com escore

0, 16,3% com escore 1, 32,5% com escore 2 e finalmente 51,2% com escore 3 (Figura 8).
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Prancha 1. Fotomicrografia de Ilhotas de Langerhans de camundongos NOD

demonstrando os diferentes graus de insulite.

Figura a) Fotomicrografia de Ilhota de Langerhans normal. Sua estrutura
apresenta-se integra, sem a presenga de infiltrados inflamatérios, tanto na propria ilhota

como nos vasos adjacentes. Aumento 200x. HE. v= vaso; seta= [lhota de Langerhans.

Figura b) Fotomicrografia de Ilhota de Langerhans com peri-insulite. Observar a
presenca de infiltrado inflamatério circundando a ilhota, assim como a presenga de
células mononucleares nas paredes dos vasos adjacentes. Aumento 200x. HE. . v= vaso;

seta= Ilhota de Langerhans.

Figura c¢) Fotomicrografia de Ilhota de Langerhans apresentando insulite
moderada. Ocorre a invasdo parcial do infiltrado inflamatorio na ilhota. Observar a
presenca de um grande niimero de células mononucleares circundando a ilhota, células
estas presentes também no vaso. Aumento 200x. HE. . v= vaso; seta= Ilhota de

Langerhans.

Figura d) Fotomicrografia de Ilhota de Langerhans com insulite avangada. As
ilhotas com esta classificagdo apresentam-se com grande infiltrado inflamatério, o qual
ocupa totalmente a ilhota. Aumento 200x. HE. . v= vaso; seta= Ilhota de Langerhans, d=

ducto..






Prancha II Fotomicrografias de Ithotas de Langerhans de camundongos NOD dos

diferentes grupos experimentais:

Figuras a e b) Fotomicrografias de péncreas de animais dos Grupos tratados com
gangliosideos (Alg e A3g), onde podem ser observadas Ilhotas normais (a) e com leve peri

insulite (b). Aumento 200x. HE.

Figuras ¢ e d) Fotomicrografias de pancreas de animais dos Grupos Controle (Alc e
A3c). Observa-se nestes animais um comprometimento muito maior das ilhotas, com intensa
invasdo de células mononucleares. ¢) Ilhota de Langerhans de animal diabético, apresentando
insulite moderada, onde o infiltrado invade parcialmente a ilhota. d) Ilhota de Langerhans de
animal diabético com insulite avangada, observa-se intenso infiltrado inflamatério ocupando

quase a totalidade da éarea da ilhota. Aumento 200x. HE.

Figuras e e f) Fotomicrografias de animais cujo diabetes foi acelerado atraves da
administrag@o de Ciclofosfamida, tratados com gangliosideos (Bg) e grupo controle (Bc). Pode-se
notar que a protecdo conferida pelo tratamento com gangliosideo é mantida mesmo com a
presenca da Ciclofosfamida. e) Ilhota de Langerhans de camundongo NOD tratado com
gangliosideo da 4° a 17° semana de vida que recebeu (CI i.p) na 10* e 12 semanas de vida (Bg).
Como demonstrado nesta figura, a maioria das ilhotas apresenta-se normais ou com pequeno
infiltrado inflamatério. f) Ilhota de Langerhans do grupo controle, constituido por camundongos
NOD que receberam administragdo de Ciclofosfamida na 10* e 12° semanas de vida (Bc). Ha a
invasdo maciga de células mononucleares ocupando quase a totalidade da ilhota, na maioria dos

vasos observa-se a presenca destes infiltrados. Aumento 200x. HE. v= vaso.
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Figura 5. Grafico representando incidéncia de diabetes entre os animais que
receberam gangliosideos (Bg) ou solucio salina (Bc), a partir da idade de 4
semanas, ¢ duas doses de ciclofosfamida ao atingirem a 10a e a 12a semana de vida,
respectivamente. Note-se que a totalidade dos animais do subgrupo Bc (6/6)
desenvolveram diabetes acelerada pela ciclofosfamida, contrastando com o observado no
subgrupo tratado com gangliosideos, onde 60% (3/5) dos animais ndo apresentaram
sintomas da doenga.
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Figura 6. Grafico representando evolucio do peso corporal dos animais que
receberam gangliosideos (Bg) ou solucfio salina (Bc), a partir da idade de 4
semanas, e duas doses de ciclofosfamida ao atingirem a 10a e a 12a semana de vida,
respectivamente (setas pequenas). Note-se que os animais do subgrupo B¢ tiveram
crescimento corporal semelhante aos do subgrupo Bg até o momento que apresentaram
glicostiria, quando entdo foram sacrificados. As setas ¢ os valores a elas associados
indicam a semana em que foi diagnosticada glicosuria e o respectivo nimero de animais
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Figura 7. Gréfico representando o nimero (média/erro padrio) de ilthotas de
Langerhans dos animais que receberam gangliosideos (Bg; n=5) ou solucie
salina (Be; n=6), a partir da idade de 4 semanas, ¢ duas doses de ciclofosfamida
a0 atingirem a 10a e a 12a semana de vida, respectivamente. Note-se que houve
que o nimero de ilhotas computadas no subgrupo controle foi significativamente
inferior ao observado no subgrupo tratado com gangliosideos (* p<0,05).
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Figura 8 Grifico representando a classificacfio das ithotas de Langerhans, segundo ¢
grau de insulite, encontradas nos animais dos subgrupos que receberam
gangliosideos (Bg; n=5) ou solugio salina (B¢; n=6) a partir da idade de 4 semanas, e
duas doses de ciclofosfamida ao atingirem a 10a e a 12a semana de vida,
respectivamente. Observe-se que nos animais do subgrupo Bg o pancreas possuia ithotas
com insulite e ilhotas normais, contrastando com o observado nos animais do subgrupo
Be, onde estas ultimas estavam ausentes. Note-se ainda que no subgrupo Be
predominaram as ilhotas com escore 3. 0= Ilhotas normais; 1= Peri-insulite; 2= Insulite
moderada; 3= Insulite avangada



5. Discussio




As fortes evidéncias existentes sobre a natureza auto-imune do DM-1 tém
estimulado a pesquisa dos possiveis fatores desencadeantes da doenca, bem como dos
mecanismos que levam a disfuncio e destruiciio das células B produtoras de insulina
(BACH, 1994). Dentro desse contexto, tem sido muito importante o emprego dos
camundongos da linhagem NOD como modelo experimental para investigar o efeito de
diferentes moléculas com comprovadas agdes sobre elementos do sistema imune que
participam da patogenia do DMID (BACH & MATHIS, 1997).

O diabetes clinico nestes animais, como no homem, é precedido pela fase de
pré-diabetes, caracterizada pela infiltragfo progressiva das ilhotas pancreaticas por células
mononucleares (insulite), que tem inicio, geralmente, no primeiro més de vida, em ambos
os sexos (KIKUTANI & MAKINO, 1992). A insulite € iniciada por linfocitos T CD4+,
que sdo os primeiros a invadirem as ilhotas e sdo predominantes no infiltrado, seguidos
por linfocitos T CD8+ (THIVOLET et al, 1991). Mais recentemente, TISCH &
MCDEVIT (1996) verificaram que os linfocitos T auto reativos desempenham um papel
crucial no desencadeamento do DM-1, reforcando a hipdtese de que incapacidade de

eliminar este tipo de células pelo sistema imune pode contribuir para o desenvolvimento

das doengas autoimunes (COHEN ez al., 1992).

A investigag¢do de terapias para 0 DM-1 baseadas em intervencdes sobre o sistema
imunolégico tém revelado que estas podem ser uma estratégia promissora para impedir

sua instalagdo ¢ ou evolugdo. Assim, o estudo de substdncias com propriedades
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imunomoduladoras potenciais t€m atraido particular interesse dos pesquisadores
(SKYLER & MARKS, 1993). Dentre essas substincias estdo os gangliosideos
empregados no presente trabalho. Porém, € importante destacar que apenas dois grupos
registraram até¢ o0 momento procedimentos experimentais similares aos aqui

desenvolvidos, reportando resultados aparentemente contraditérios (WILBERTZ et al.,

1988; PAPACCIO ef al., 1993).

Nossos resultados mostraram que a administragdo de 150 mg/Kg/dia da mistura de
gangliosideos, composta por GM1(21%), GDla(40%), GDI1b(16%) e GT1b(19%),
impediu a manifesta¢do do diabetes mellitus espontaneo em 100% (4/4, Alg; 12/12, A2g;
7/7 A3g) das fémeas da linhagem NOD tratadas durante 13 ou 17 semanas. Este resultado
foi observado tanto no grupo dos animais que receberam tratamento até a data do
sacrificio (17 ou 21 semanas de vida; grupos Alg e A2g), como no grupo cujo tratamento
foi interrompido 8 semanas antes do sacrificio (25 semanas de vida, grupo A3g).
Contrastando com estes resultados, nos grupos dos animais controle a incidéncia do

DMID foi de 25% (Alc), 50% (A2¢) e 50% (A3c), respectivamente.

Esses dados corroboram os registrados por (WILBERTZ er al., 1988) no primeiro
relato feito sobre o desenvolvimento do DM auto-imune espontaneo em camundongos da
linhagem NOD tratados com gangliosideos. Esses autores verificaram que a
administraco diaria de 50 mg/kg de uma mistura de gangliosideos, similar 2 empregada

neste trabatho, reduziu em aproximadamente 50% a manifestacdo do DM auto-imune
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espontdneo em fémeas NOD de coldnias com alta incidéncia da doenca (80%). Uma
comparagio desses resultados com os obtidos no presente trabalho revela que a dose aqui
empregada se mostrou mais eficaz, ja que 100% dos animais dos subgrupos Alg, A2g e
A3g ndo desenvolveram o DM auto-imune esponténeo. Contudo, devemos destacar que o
tempo de sobrevida méaximo utilizado por WILBERTZ e al. (1988) foi de 35 semanas, ©
que pode ter contribuido para maior incidéncia da doen¢a nos animais, ndo obstante 0
tratamento. Por outro lado, a auséncia de DM auto-imune espontaneo no grupo A3g, com
tratamento interrompido 8 semanas antes do sacrificio dos animais, ¢ forte evidéncia da

acdo inibidora dos gangliosideos sobre a evolugdio e manifestagdo clinica da doenca.

Quanto a dose empregada, embora ndo tenhamos feito testes clinicos para
avaliacdo de seus poSsiveis efeitos colaterais, verificamos que a administragio diaria de
150 mg/kg, desde a 4" semana de vida, ndo influenciou o crescimento corporal dos
animais durante os tempos experimentais previstos (17, 21 e 25 semanas). Além disso,
PAPACCIO et al., 1993 empregaram a mesma dosagem em camundongos NOD, por um

periodo de 17 semanas, e néo relataram a ocorréncia de efeitos toxicos nos animais.

PAPACCIO et ol (1993), também verificaram que a administragdo de
gangliosideos em camundongos NOD fémeas, a partir da 5 & 21" semana de vida, reduziu
o aumento gradual da glicemia, retardando assim a instalacio do diabetes clinico. Por
outro lado, esses autores relataram ndo terem encontrado diferenca significativa entre 0s

animais tratados e os animais controle quanto ao aparecimento e progressdo da insulite,
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embora afirmem que o tratamento com gangliosideos retardou a progressiva

desorganizacdo da citoarquitetura das ilhotas.

Embora o critério utilizado por PAPACCIO ef al. (1993) para o diagnoéstico do
diabetes tenha sido diferente daquele por nés empregado, podemos considerar que os
nossos resultados complementam os obtidos por esses autores quanto a incidéncia da
doenca. PAPACCIO ef al. (1993) basearam-se na avaliagio semanal da glicemia, durante
7 ou 17 semanas, para definir o estado diabético dos animais. Em nossos protocolos
experimentais o DM foi diagnosﬁcado através da manifestacdo de glicosuria, confirmado
pela subseqliente avaliagdo da glicemia dos animais. Assim, todos os camundongos
tratados com gangliosideos atingiram 17, 21 ou 25 semanas de vida sem apresentarem
glicosiiria e com valores de glicemia abaixo de 17.0 mM. Ainda, conforme ja considerado
acima, a auséncia de DM auto-imune espontineo no grupo de animais cujo tratamento foi
interrompido 8 semanas antes do sacrificio sugere a eficiéncia da agfio terapéutica dos
gangliosideos sobre a instalagio e evolugdo do DM. Este dltimo protocolo experimental
pode ser considerado uma extensdo do trabatho realizado por PAPACCIO e al. (1993),

comprovando a eficacia terapéutica dos gangliosideos.

Além disso, corroborando nossos resultados clinicos, a avaliagdo morfolégica do
pancreas nos animais tratados com gangliosideos apresentaram menor incidéncia de
insulite. Desta forma, nos animais tratados o percentual de ilhotas normais (Al1g=46.7%;

A3g=33.3%) fot superior ao dos animais controle (Alc=15.1%; A3¢=16.6%). Por outro
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lado, os percentuais de ilhotas com insulite moderada e insulite avangada,
respectivamente, foi maior nos grupos controle. Estes resultados contrastam com o
relatado por PAPACCIO et al. (1993) quanto a nfo ter encontrado diferenca na incidéncia
de insulite entre os animais tratados e controle, embora, curiosamente afirmem que os

gangliosideos retardaram a progressiva desorganizagio da citoarquitetura das ilhotas.

Em nosso trabalho, verificamos que o tratamento com gangliosideos teve efeito
importante sobre a aceleragdo do DM-CI. No protocolo empregado, 60% dos animais que
receberam gangliosideos nfdo manifestaram a doenca, ao passo que no grupo controle
100% dos animais ficaram diabéticos (tabela 1). Observamos também que o ndmero de
ilhotas de Langerhans por animal no subgrupo Bg foi superior ao do subgrupo Be (Figura 7).
Além disso, a andlise histologica revelou que nos animais tratados com gangliosideos o
péncreas apresentou ilhotas com insulite e ilhotas normais, contrastando com o observado

nos animais controle (Bc), onde estas altimas estavam ausentes.

WILBERTZ et al. (1988) testaram o efeito da administragio de gangliosideos
sobre a incidéncia do DM-CI em camundongos NOD machos e ndo observaram reducio
da incidéncia da doenga. Porém, o modelo empregado por estes autores diferiu em pontos
importantes do utilizado em nosso trabalho. Primeiramente, WILBERTZ et al. (1988)
trataram os animais com gangliosideos apenas durante 20 dias ap6s a administragdo da
ciclofosfamida(dose tnica de 200 mg/kg), contrastando com 0 nosso protocolo, onde os

animais (fémeas) comecaram a ser tratados a partir da 4° semana de vida. Além disso, 0s
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animais receberam a dose de ciclofosfamida e comegaram a ser tratados quando ja tinham
15 semanas de vida. Isto é importante pois, embora fossem animais machos e, portanto,
menos propensos ao diabetes, nessa idade a insulite poderia ter evoluido ao ponto de levar
os animais mais proximos do limiar para a inducio da doenga. Finalmente, a dose diaria

empregada por WILBERTZ ez al. (1988) foi de 100mg/kg, ao passo que no presente

trabalho os animais receberam 150mg/kg/dia.

O modelo de DM-CI em camundongos NOD por nos empregado foi reproduzido
de acordo com o original descrito por HARADA & MAKINO (1984). Tal modelo ja
havia sido anteriormente testado em nosso laboratério com colonia instalada no
CEMIB/Unicamp e mostrou-se eficiente (VOLPINI et al, 1995). Isto nos levou a

considera-lo bom modelo para testar a eficacia de drogas supostamente

imunomoduladoras, como os gangliosideos.

Assim, primeiramente, nossos resultados mostraram que a ciclofosfamida,
adminisirada em duas doses, dentro do intervalo de duas semanas, reduziu o periodo pre-
diabético nos camundongo NOD fémeas por acelerar a progressio da insulite e,
consegiientemente a destruicio das células B. Além disso, evidenciaram que a
administracio da mistura de gangliosideos a partir da 4" semana foi capaz de antagonizar

a ago da ciclofosfamida retardando a progressdo da insulite e, desta forma, reduzindo a

incidéncia do DM auto-imune nos animais.

Por outro lado, embora os resultados obtidos neste trabalho favorecam a existéncia
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do efeito imunomodulador dos gangliosideos que impede o desenvolvimento do DM
auto-imune espontdneo nos camundongos NOD, os mecanismos envolvidos neste

processo ainda s@o pouco conhecidos e permitindo levantamento de hipoteses

interessantes.

No final da década de 70, diversos autores obtiveram as primeiras evidéncias de
que gangliosideos pudessem exercer efeito inibitorio sobre a proliferagdo de linfocitos T
(LENGLE et al, 1979; WHISLER & YATES, 1980). Posteriormente, OFFNER ef al.
(1985,1987) observaram que gangliosideos podem modular rapida e seletivamente a

molécula de CD4 presente na superficie celular de linfocitos T, in virro.

Durante a ltima década tem sido sugerido que os gangliosideos podem ligar-se as
células por intera¢do de sua cadeia glicidica com proteinas de membrana, ou através da
incorporagio de sua porgdo hidrofébica & bicamada lipidica da membrana plasmatica.
Podem, entdo, bloquear sitios de ligacdo especificos e também fornecer sitios de ligagdo

adicionais passando a atuar como receptores ou co-receptores celulares (BERGELSON,

1995).

Particularmente, tem sido proposto que gangliosideos podem inserir-se na
membrana e ligar-se as moléculas associadas ao CD4", levando ao seu mascaramento e/ou
endocitose. O mecanismo pelo qual estes processos ocorrem ndo esta estabelecido,
entretanto acredita-se que seja em virtude da dissociagio da proteinaquinase p56'

H

localizada na porgio citoplasmatica da molécula de CD4, presente na membrana celular
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do linfocito T CD4™ (BERGELSON, 1995; GAROFALO e al., 1998). Tem sido sugerido
que os gangliosideos suprimem a produgdo e ativagdo de linfécitos citotoxicos(CTLs),

assim como a ativagio e crescimento de linfécitos T helper (Th) e a citotoxicidade de

células NK (BERGELSON, 1995).

Por outro lado, tem sido verificado que os gangliosideos sdo capazes de inibir
muitos passos da resposta imune celular in vitro, tais como o processamento de antigenos,
sua apresentacdo, proliferacéo e fungdo citotoxica ( LADISCH ez al., 1994)

Considerando nossos resultados, podemos supor que o tempo de tratamento € a
elevada dose de gangliosideos empregada foram fatores importantes na manutenc¢do da
sua elevada disponibilidade plasmatica. Este fato pode ter facilitado sua forte interacdo
com linfocitos T CD4”, através dos mecanismos propostos acima, inibindo a proliferagio

e/ou fungdo dessas células e, conseqlientemente, sua participagfo no desenvolvimento do

DM auto-imune nos camundongos NOD.

Esta hipotese decorre do fato de que a inibigdo da resposta imune induzida por
gangliosideos tem efeito maximo quando sua agdo € exercida durante a fase inicial da

ativagdo dos linfocitos (DYATLOVITSKAYA & BERGELSON, 1987).

Segundo IRANI er al. (1996), a agfo dos gangliosideos parece estar direcionada
para os linfécitos Thl, nos quais a produgdo de citocinas seria inibida, assim como sua
proliferagdo, pelo bloqueio da fosforilagdio da Rb, proteina que uma vez fosforilada libera

outras proteinas regulatorias permitindo a transigdo da fase G-1 para fase S em linfocitos.
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O bloqueio da fosforilagio da proteina Rb faz com que as proteinas regulatorias

permanecam seqiiestradas atrasando ,desta forma ,o ciclo celular.

Assim, os resultados por nds observados nos animais dos subgrupos Alg, A2g e
A3g, poderiam ser explicados pela agdo direta dos gangliosideos sobre linfocitos Thi,
inibindo assim sua ac#o diabetogénica. Além disso, recentemente ABLAMUNITS et al.
(1999) obteve evidéncias que a aceleragio do DM auto-imune esponténeo na linhagem
NOD pela ciclofosfamida se deve ao fato das células Thl, produtoras de IFN-y serem
resistentes & aglo depletora dessa droga. Assim, o efeito protetor dos gangliosideos
observado nos animais do subgrupo Bg podem representar forte evidéncia da agfo desses
compostos sobre células Thl, onde altos niveis de IFN-y tém sido implicados com a
incidéncia do DM auto-imune na linhagem NOD (DEBRAY-SACHS er al., 1991;
SHEHADEH ef al., 1993; ABLAMUNITS et ai, 1999). Outro mecanismo que
poderiamos aventar para explicar o efeito protetor dos gangliosideos sobre o
desenvolvimento do DM auto-imune em nosso experimento, seria a interferéncia dos
gangliosideos no sistema da IL-2 e seu receptor o IL-2r. Este mecanismo envolveria uma
competicdo dos gangliosideos deste ultimo pela ligagdo com a citocina disponivel e

fundamental para a resposta proliferativa dos linfocitos (LU & SHAROM, 1993).

Nos tltimos anos tem-se obtido fortes evidéncias de que a morte das células p nos
camundongos NOD seja por apoptose (GREEN er al 1999). De fato, diversos

experimentos com esses animais tém sugerido o papel dos efeitos citotoxicos dos
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linfocitos T CD8 e CD4™ na efetiva inducdo da apoptose das células B. Dentre os

mediadores da destruicio das células B por esse processo incluem-se os contedos
granulares das linfécitos T CD8" (perforina e granzimas), moléculas de superficie (Fas,
Fas-L), TNFa e outros membros da familia, além das citocinas liberadas pelas células
envolvidas no processo inflamatério da ithota pancredtica. Todos estes mediadores s&o
conhecidos por induzirem a fragmentagio do DNA e mudangas morfologicas
caracteristicas da apoptose através de sinalizaciio de receptores que envolvem a ativagdo
de proteases ou morfoldgicos por nés obtidos neste trabalho, relativos ao menor grau de
caspases (RABINOVITCH et al., 1994, KIM et al. 1999). Desta forma, os resultados
morfolégicos obtidos no presente trabatho relativos ao menor grau de comprometimento
das ilhotas pancreaticas nos animais tratados com gangliosideos, poderiam ser atribuidos

a sua agdo indireta sobre 0s mecanismos apoptéticos desencadeados pelos produtos dos

linfocitos sobre 0s quais atuam.

Finalmente, devemos considerar a hipotese do envolvimento dos gangliosideos no
desenvolvimento do diabetes auto-imune. Esta hipotese recebeu subsidio importante
através de evidéncias da natureza do antigeno alvo dos anticorpos anti-ilhota (ICA), ser
um sialoglicoconjugado (NAKAY et al., 1985). Posteriormente, COLMAN ef al. (1988)
verificaram que uma fragdo de monosialogangliosideo extraido de péncreas humano
inibiu a ligacio dos ICA em cortes congelados de pancreas e processados

imunoistoquimicamente. Estudando a ligagdo dos ICA em cortes congelados de pancreas
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de camundongo NOD e camundongo C57BL/10 nfo diabéticos, DOTTA et al. (1990)
observaram forte imunomarcagfo em ilhotas de camundongos NOD. Continuando seus
experimentos, realizaram estudo comparativo da expressio de gangliosideos em ilhotas
pancredticas de camundongos NOD e camundongos C37BL/10 ¢ demonstraram
quantidade significativamente maior de gangliosideos GM2-1 nas ilhotas dos
camundongos NOD. Além disso, foi observada acentuada redugdo da quantidade dos

gangliosideos GM2-1 ¢ GM3 com o avango da idade e com o inicio do diabetes nestes

animais (DOTTA et al.,, 1992).

Considerando-se, segundo esses trabalhos, que o monosialogangliosideo GM2-1
seja o antigeno alvo dos ICA (MISASI ef al, 1997), e que a fase pré-diabética é
caracterizada pela presenca desses anticorpos, nos parece plausivel supor que a alta dose
de gangliosideos exogenos, administrada a partir da 4° semana de vida, pudesse atuar

como “seqiiestradores” desses anticorpos, contribuindo assim para a protegfio da células P.

Enfim a hipotese da acdo imunomoduladora dos gangliosideos, relacionada
provavelmente com a inibi¢8o da proliferacdo de linfocitos e de intervengdo nos processos
de sinalizac@o celulares levando a destruicdo das células (B, preconizada por diversos
autores, foi reforcada neste trabalho. Além disso, consideramos que nossos resultados
instigam fortemente a necessidade de estudos de natureza molecular e imunoquimica para

elucidar o(s) mecanismo(s) subjacente(s) a a¢do dos gangliosideos.
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6. Conclusoes




A partir dos dados obtidos neste trabalho podemos concluir que:

. A administrac@o de gangliosideos na dose de 150 mg/kg/dia, a partir da 4* semana de

vida, protege os animais do aparecimento do DM auto-imune espontineo.

. A persisténcia do efeito protetor dos gangliosideos sobre incidéncia do DM auto-
imune espontaneo, mesmo & semanas apds a suspensdo do tratamento sugere a

existéncia de uma acdo efetiva sobre os elementos imunolégicos envolvidos nessa

patologia.

. A protecdo exercida pelos gangliosideos ¢ mantida nos animais onde o DM auto-
imune esponténeo foi acelerada pela administragdo de duas doses de CI (200 mg/kg)

na 10 e 12° semanas de vida (subgrupo Bg).

. Os animais que receberam duas doses de CI (200mg/kg) apresentaram perfis
morfolégicos de insulite similares ao grupo controle, ou seja, ocorréncia espontinea

da doenca, demonstrando sua validade enquanto modelo experimental do DM auto-

imune espontineo.

. A pequena porcentagem de ithotas de Langerhans com insulite moderada e avancada,
reforcam a hipdtese da a¢fo imunomoduladora dos gangliosideos sobre os elementos

celulares presentes nas ilhotas de animais com DM auto-imune espontaneo.

. Viarios efeitos biologicos dos gangliosideos ja demonstrados, aliados aos nossos

resultados, permitem inferir o possivel envolvimento dos gangliosideos como

mensageiros nas etapas de sinalizagdo celular.
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