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RESUMO 

Pelá, F. P. Estudo das moléculas imunorregulatórias Galectina-1 e 
Antígeno Leucocitário Humano-G: da construção de ferramentas ao 
impacto no diabetes autoimune. 2017. 122 f. Tese. Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas de Ribeirão Preto - Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 
2017. 
 
O diabetes mellitus tipo 1A (DM1) é uma doença crônica caracterizada pela 
destruição imunológica das células β do pâncreas e pela incapacidade de seu 
portador produzir insulina. Nas últimas décadas foram descritos vários 
aspectos sobre a fisiopatologia do DM1 e identificado um aumento de sua 
incidência mundial. Entretanto, na literatura há lacunas a serem respondidas 
envolvendo a etiologia e a imunopatologia desta doença. No presente trabalho, 
foi analisado o impacto de duas moléculas endógenas imunoregulatórias, 
Antígeno Leucocitário Humano-G (HLA-G) e Galectina-1 (GAL-1), no DM1 
humano e experimental. Para tanto, as formas recombinantes de HLA-G (-G5 e 
-G6) e seus respectivos anticorpos foram produzidos e/ou bioquimicamente 
caracterizados. A partir de amostras de pacientes diagnosticados com DM1 ou 
de indivíduos controle foi feita uma análise comparativa envolvendo o perfil de 
expressão do HLA-G e da GAL-1 e a identificação de microRNAs (miRNAs) 
associados a estas duas moléculas. Camundongos Lgals-/- ou não para o gene 
da GAL-1 foram tratados com estreptozotocina (STZ) para indução do DM1 
experimental. As duas formas recombinantes do HLA-G foram produzidas, mas 
apenas o HLA-G6 foi caracterizado como uma solução polidispersa contendo 
um componente majoritário (99,2%) com massa molecular de 23.603,766 Da, 
raio hidrodinâmico de 6,0 ± 2,0 nm e imunoreatividade para diferentes 
anticorpos anti-HLA-G comerciais ou produzidos no laboratório. Os níveis 
transcricional e proteico do HLA-G e da GAL-1 não foram diferentes entre os 
grupos de indivíduos estudados. A análise comparativa de miRNAs mostrou 
que a elevada indução do miRNA modulador negativo da expressão do HLA-G 
(hsa-miR-16-5p) nos controles em relação aos pacientes foi a única associação 
robusta com a patogenia do DM1. Curiosamente, os animais selvagens 
apresentam maior suscetilibilidade à indução de DM1 por STZ, uma vez que os 
indicadores desta doença como o grau de insulite, a taxa de migração de 
linfócitos T CD4 e T CD8 para os linfonodos pancreáticos, o nível de redução 
de insulina no pâncreas e a taxa glicêmica estavam aumentados nesses 
animais em relação aos nocautes para GAL-1. Finalmente, este conjunto de 
resultados sugere que possa ocorrer uma regulação positiva da expressão de 
transcritos do HLA-G em pacientes com DM1 e que a presença de GAL-1 
endógena pode favorecer o DM1 experimental. Estes dados abrem novas 
perspectivas para o melhor entendimento da imunopatologia do DM-1.    
 
Palavras-chave: Diabetes mellitus tipo 1, Galectina-1, Antígeno Leucocitário 
Humano – G (HLA-G), Imunoregulação. 



 

 

ABSTRACT 

Pelá, F. P. Galectin-1 and Human Leukocyte Antigen-G: from tool Pelá, F. 
P. Study of the immunoregulatory molecules Galectin-1 and Human 
Leukocyte Antigen-G: from tool development to impact on autoimmune 
diabetes. 2017. 122 p. Thesis. Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 
Ribeirão Preto - Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2017.  
 
Diabetes Mellitus type 1A (DM1) is a chronic disease characterized by the 
immune destruction of pancreatic beta cells and by the consequent inability of 
its bearer to produce insulin. For the last decades, several aspects of the 
pathophysiology of DM1 were described and an increase on its worldwide 
incidence has been identified.Nevertheless, there are gaps in the literature 
related to aspects of its etiology and immunopathology to be filled.In the present 
work, the impact of two endogenous immunoregulatory molecules, Human 
Leukocyte Antigen-G (HLA-G) and Galectin-1 (GAL-1), was analyzed on human 
and experimental DM1.To do so, the recombinant forms of HLA-G (-G5 and -
G6) and its respective antibodies were produced and/or biochemically 
characterized. A comparative analysis involving the expression profile of HLA-G 
and GAL-1 and the identification of microRNAs (miRNAs) associated with these 
two molecules was made from samples of patients diagnosed with DM1, or 
control subjects. Mice deficient or not for the GAL-1 gene were treated with 
streptozotocin (STZ) for the induction of experimental DM1.Both recombinant 
forms of HLA-G were produced, but only HLA-G6 was characterized as a 
polydisperse solution containing a major component (99.2%), with molecular 
mass of 23,603,766 Da, hydrodynamic radius of 6.0 ± 2.0 nm, and 
immunoreactivity for different commercial or lab produced anti-HLA-G 
antibodies HLA-G and GAL-1. The transcriptional and protein levels were not 
different between the groups of subjects studied. High induction of the negative 
modulator miRNA expression of HLA-G (hsa-miR-16-5p) in the controls 
compared to the patients was the only robust association found with the 
pathogenesis of DM1.Interestingly, wild type animals presented more 
susceptibility to the induction of DM1 by STZ, once the indicators of this disease 
such as the degree of insulin, the migration rate of CD4 T and CD8 T 
lymphocytes to pancreatic lymph nodes, the level of insulin reduction in the 
pancreas and the glycemic rate were increased in wild type mice (Lgals-1+/+) 
when compared to GAL-1-knock out mice (Lgals-1-/-). Finally, this set of results 
suggests that a positive regulation of the expression of HLA-G transcripts may 
occur in patients with DM1 and that the presence of endogenous GAL-1 may 
favor the experimental DM1. These data open new perspectives for a better 
understanding of the immunopathology of DM-1. 
 
Keywords: Type 1 Diabetes mellitus, Galectin-1, Human Leukocyte Antigen - G 
(HLA-G), Immunoregulation. 
 
 
 



 

 

RESUMEN 

Pelá. F. P. Estudio de las moléculas reguladoras inmunes galectina-1 y el 
antígeno leucocitario humano-G: la construcción de herramientas e impacto 
sobre la diabetes autoinmune. 2017. 122f. Tesis. Facultad de Ciencias 
Farmacéuticas de Ribeirão Preto - Universidad de São Paulo, Ribeirão Preto, 2017. 
  
Diabetes mellitus tipo 1A (DM1) es una enfermedad crónica que se caracteriza por la 
destrucción inmune de las células beta del páncreas y la incapacidad del paciente 
para producir insulina. En las últimas décadas se produjo un aumento en el 
conocimiento de la fisiopatología de la diabetes mellitus tipo 1 y un aumento 
significativo en la incidencia global de esta enfermedad. Sin embargo, en la literatura 
existen preguntas que deben ser respondidas acerca de esta enfermedad que 
implica aspectos de su etiología y la inmunopatología. Con este fin, las formas 
recombinantes de HLA-G (-G5 y -G6) y sus respectivos anticuerpos se produjeron y 
se caracterizaron bioquímicamente. A partir de muestras de pacientes 
diagnosticados con diabetes tipo 1 y sujetos sanos se realizó un análisis 
comparativo de los perfiles de expresión de HLA-G y Gal-1 y la identificación de los 
microARN (miRNA) asociados con estas dos moléculas. Los ratones con o sin déficit 
de Gal-1 fueron tratados con estreptozotocina (STZ) para inducir DM1 experimental. 
Las dos formas recombinantes de HLA-G se produjeron, pero sólo el HLA-G6 se 
caracterizó como una solución polidispersa, que comprende un componente 
principal (99,2%) con un masa molecular de 23,603.766 Da, radio hidrodinámico de 
6,0 ± 2,0 nm e inmunorreactividad para diferentes anticuerpos anti-HLA-G 
comerciales o producidos en el laboratorio. Los niveles de transcripción y proteínas 
de HLA-G y LAG-1 no difirieron entre los grupos de individuos estudiados. El análisis 
comparativo de miRNAs mostró como la única asociación sólida con la patogénesis 
de la DM1 una alta inducción de los genes miARN moduladores negativos de la 
expresión de HLA-G (HSA-mir-16-5p) en los sujetos controles al compararse con los 
pacientes. Curiosamente, animales salvajes fueron más susceptibles a la inducción 
de la diabetes por STZ tipo 1. Los indicadores de la enfermedad tales como el grado 
de insulitis, la tasa de migración de células T CD4 + y CD8 para los ganglios 
linfáticos pancreáticos, la reducción de la insulina del tejido y los niveles de glucosa 
aumentaron en los animales salvajes al compararse con los animales con déficit de 
GAL-1. Por último, este conjunto de resultados sugiere que existe un incremento en 
la expresión de HLA-G. Transcripciones en pacientes con DM1 y la presencia de 
GAL-1 endógeno pueden promover la DM1 experimental. Estos datos llevan a 
nuevas perspectivas para una mejor comprensión de la inmunopatología de DM-1. 
 
Palabras llave: Diabetes mellitus tipo 1, Galectina-1, Antígeno Leucocitario Humano - 
G (HLA-G), Inmunorregulación. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Aspectos gerais do diabetes mellitus 

O diabetes mellitus (DM) compreende um grupo de doenças metabólicas 

caracterizado pela hiperglicemia resultante da falha no processo de secreção da 

insulina e/ou falha na atividade funcional da insulina cujas causas estão associadas 

ao comprometimento da síntese desta proteína pelas células β pancreáticas ou pela 

destruição de células β pancreáticas por imunomediação (AMERICAN DIABETES 

ASSOCIATION, 2006; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016; RICCI et al., 

2017). 

O DM é tido como uma epidemia em pleno curso o qual, em 2014, acometia, 

mundialmente, 422 milhões de indivíduos, com estimativa de 471 milhões em 2035. 

No Brasil, em 2014, a estimativa foi de 11,9 milhões de indivíduos diabéticos, com 

estimativa de 19,2 milhões, em 2035 (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 

2015-2016, WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).  

Os avanços decorridos da última década no conhecimento da patogenia, 

epidemiologia, heterogeneidade, marcadores preditivos, proposição de terapêuticas, 

dentre outros, favoreceram a busca da padronização do diagnóstico da doença bem 

como a melhor classificação mesma (ATKINSON, EISENBARTH & MICHELS, 

2014).  

De modo geral, o DM pode ser diagnosticado com base nos critérios do nível 

de glicose plasmática, em que, o teste de glicemia casual ≥ 200 mg/d ; glicemia de 

jejum ≥ 126 mg/d  (7 mmol/ ); glicemia de 2 h pós-sobrecarga de 75 g de glicose ≥ 

200 mg/d  e critérios de hemoglobina glicada A1c ≥ 6.5% (48 mmol/mol) 

(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015-2016, AMERICAN DIABETES 

ASSOCIATION, 2016; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). 
Segundo American Diabetes Association (ADA), 2016, as classificações 

estabelecidas para o DM1 são da ordem imuno-associadas: tipo 1A; e, idiopáticas: 

tipo 1 B, Diabetes do Adulto de Início no Jovem (Maturity-Onset Diabetes of the 

Young - Mody); e Diabetes Auto-Imune Latente do Adulto (Latent autoimmune 

diabetes of adult - LADA). Quanto às classificações idiopáticas essas podem ser 

resultantes de: alterações genéticas as células β pancreáticas e da ação da insulina, 

processos de doenças que danificam o pâncreas, diabetes relacionado a outras 
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endocrinopatias e os casos decorrentes do uso de medicamentos (GROSS et al., 

2002, ATKINSON, EISENBARTH & MICHELS, 2014, SOCIEDADE BRASILEIRA DE 

DIABETES, 2015, AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2016). 

O Diabetes mellitus tipo 1 A define-se por ser doença crônica autoimune de 

caráter multifatorial caracterizada pelo comprometimento da produção de insulina 

endógena pelas células β pancreáticas em decorrência da destruição das mesmas 

dado à imunomediação desencadeada por células T auto reativas responsáveis pelo 

processo de infiltração das ilhotas pancreáticas (EISENBARTH, 1986, EISENBARTH 

& JEFFREY, 2008; WU et al., 2013, ATKINSON, EISENBARTH & MICHELS, 2014, 

AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2016).  

As causas do Diabetes mellitus tipo 1 B são múltiplas e ainda não 

completamente elucidadas, mas se correlacionam com anormalidades metabólicas 

associadas a mutação de receptores de insulina, resultando na redução da secreção 

de insulina pelas células β pancreáticas com consequente hiperinsulinemia a 

hiperglicemia modesta conforme a severidade do diabetes (AMERICAN DIABETES 

ASSOCIATION, 2004; DIB, 2008, SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015).  

O diabetes tipo Mody caracteriza-se pelo caráter genético da doença, em 

que a transmissão autossômico-dominante de pelo menos um dos seguintes genes 

HNF-4α, GCK, HNF-1α, IPF-1, HNF-1β, NEUROD, desencadeia diferentes 

modulações da secreção de insulina. Desta forma, o Mody é classificado como 

diabetes familiar, cujo diagnóstico é feito precocemente (infância, adolescência ou 

adultos jovens) (OLIVEIRA, FURUZAWA & REIS, 2002; CORREIA et al, 2011, 

SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015). 

O diabetes do tipo Lada define-se por ser uma doença incidente em adultos, 

característica típica do diabetes mellitus tipo 2 (DM2), associada a fatores 

metabólicos, genéticos e imunológicos típicos do DM1, os quais desencadeiam a 

autoimunidade decorrente da presença de auto-antígenos nas ilhotas pancreáticas. 

Pode progredir na falência das células pancreáticas e a sucessiva dependência de 

insulina exógena (ZIMMET, P. et al.,1994; LESLIE D. & VALERI C., 2003; 

AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2004, FOURLANOS S., et al 2005; 

STRENSTRÖM G.et al, 2005, SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015). 

As manifestações clínicas iniciais do DM1 tais como, polidipsia, polifagia e 

poliúria, associadas à hiperglicemia, favorecem o rastreamento geográfico da 
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incidência da doença no âmbito mundial, evidenciando a variabilidade do mesmo 

(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2004, ATKINSON, EISENBARTH & 

MICHELS, 2014, SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015). Cita-se como 

exemplo, apresentando taxas por 100 mil indivíduos com menos de 15 anos de 

idade, a Finlândia com >60, Sardenha com ~40, Brasil com 7,6, China, Índia e 

Venezuela com 0,1 e Coréia com 0,5 (EKOÉ, 2008, ATKINSON, EISENBARTH & 

MICHELS, 2014, INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2014, SOCIEDADE 

BRASILEIRA DE DIABETES, 2015). 

Dado a variabilidade da incidência, particularmente, com as perspectivas de 

aumento da indicidência do DM, associada à carga da doença, ou seja, o impacto da 

mortalidade cuja estimativa é de 1,5 milhões de mortes diretamente associadas ao 

DM e, 2,2 milhões de mortes atribuídas ao alto nível de glicose; e dos problemas de 

saúde tais como nefropatias, retinopatias, neuropatias, lesões cardíacas e 

hipertensão, obesidade, dentre outras, que são classificadas como doenças 

secundárias ao DM, que afetam a qualidade de vida de seus portadores, se faz 

necessário medidas eficazes de saúde pública aliada aos incentivos à pesquisa e a 

tecnologia para desenvolvimento de diretrizes e terapêuticas a um melhor custo 

benefício (THE DIABETES CONTROL AND COMPLICATIONS TRIAL RESEARCH 

GROUP, 1993, WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002, INTERNATIONAL 

DIABETES FEDERATION, 2014, KNOWLER et al., 2009, IBGE, 2014). 

Os gastos públicos diretos com DM variam entre 2,5% e 15% do orçamento 

anual da saúde de um país. Como exemplo, o Brasil, cujo Sistema Único de Saúde 

Brasileiro (SUS) tem o dispêndio da ordem de US$2.108,00 por paciente, o que 

evidencia a necessidade do planejamento e alocação de recursos de modo racional 

(ALBERTI, 1999; IBGE, 2014, SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015).  

 

1.2. Diabetes mellitus tipo 1: uma doença autoimune. 

Representa a segunda maior causa de diabetes mellitus (DM) cuja 

incidência acomete 5-10% dos indivíduos portadores dessa desordem metabólica 

(HALIMI & BENHAMOU, 2004) de um total de 387 milhões de pacientes em todo o 

mundo. No Brasil, há cerca de 19,2 milhões de pacientes diagnosticados com DM 

(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2011). 



4 

 

Apesar dos progressos consideráveis na compreensão dos fatores genéticos 

de susceptibilidade e do mecanismo da autoimunidade que precedem o 

aparecimento clínico do DM1, a origem da autoimune, em si, apresenta lacunas a 

serem respondidas, dentre elas, a atividade de moléculas imunorregulatórias, 

principalmente, de padrão anti-inflamatório, no contrapeso do exacerbado padrão 

inflamatório desencadeado no processo etiológico da doença (SCHRANZ & 

LERNMARK, 1998). Bluestone e colaboradores, 2010, descrevem o desequilíbrio do 

sistema imune desencadeado por exposição de fatores externos em associação ao 

efeito genético predisposto no indivíduo durante o desenvolvimento desta patologia 

(Figura 1). 

 
Figura 1: O desequilíbrio do sistema imunológico é crucial para o desenvolvimento do DM1. A figura 

ilustra fatores responsáveis pela regulação da resposta imunológica evidenciando 
elementos que contribuiem para o aumento da susceptíbilidade ao DM1. O resultado é o 
descontrole dos mecanismos da tolerância central e periférica que associado a fatores 
ambientais estimulam o aparecimento desta patologia. Os principais tipos celulares 
envolvidos na resposta imunológica do DM1 são listados nos tópicos imunidade e 
regulação e, estão envidos na regulação das citocinas e proteínas.  

 

Fonte: Adaptado de Bluestone et al., 2010 e Arthur et al., 2015. 
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Ao que concerne aos fatores genéticos, 18 regiões genômicas já foram 

descritas e associadas ao risco de susceptibilidade ao DM1. Essas regiões gênicas 

denominadas de IDDM, IDDM1 a IDDM18, são responsáveis por promoverem 

alterações na codificação e no nível da expressão das respectivas proteínas 

(SCHRANZ & LERNMARK, 1998, MAAHS, 2010). 

Dentre as regiões mais evidenciadas, estão os genes de HLA, localizados na 

região cromossômica 6p21, “Insulin dependent diabetes mellitus 1” (IDDM1), 

responsáveis por codificar proteínas efetoras da resposta imune, as proteínas do 

complexo principal de imunohistocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex - 

MHC). Atualmente, sabe-se que genótipos do HLA estão relacionados à 

susceptibilidade, dentre eles: DQA1*0501–DQB1*0201/DQA1*0301–DQB1*0302 e 

DRB1*03/DRB1*04, os quais promovem alterações no resíduo de aminoácido na 

posição 57 da cadeia β e na posição 52 da cadeia α, afetando assim o 

reconhecimento e a apresentação de antígenos para as células T CD4, elevando 

para 40% o risco de desenvolvimento do DM1. Em contrapartida, também está 

descrito genótipo que contribui na proteção ao DM1, o DQA1*0102–DQB1*0602–

DRB1*1501 (FAUSTMAN, 1993, FAUSTMAN, 1993, SCHRANZ & LERNMARK, 

1998, BLUESTONE, HEROLD & EINSENBARTH, 2010, HEROLD et al., 2013) . 

São descritas mutações na região cromossômica 11p15.5, IDDM2, 

composta pelos genes, tirosina hidrolase (TH), número variável de cópias em 

tandem – insulina (VNTR-INS) e fator de crescimento semelhante à insulina II 

(IGF2), compreendendo o locus insulina (INS). A principal descrição quanto aos 

polimorfismos presentes neste locus remete aos efeitos transcricionais quanto ao 

nível de expressão gênica da insulina. O alelo de classe III do VNTR-INS possui 

efeito protetor ao DM1, pois mantem o nível de expressão de insulina, enquanto, o 

alelo de classe I confere efeito de susceptibilidade o qual contribui com 10% no risco 

ao DM1, pois reduz o nível de expressão de insulina (BENNET et al., 1996, 

PUGLIESE et al., 1997, SCHRANZ & LERNMARK, 1998, ANJOS et al., 2004, 

NEPOM & BUCKNER, 2012). 

Estudos do genoma completo (GWAS- Genome wide association studies) 

descrevem a influência de outros genes de susceptibilidade ao DM1, os quais em 

associação são tidos como fatores de risco ao desencadeamento da doença 
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(MAAHS et al., 2010, STECK & REWERS, 2011, NEPOM & BUCKNER, 2012).. 

Dentre eles citam-se o AIRE (Autoimmune Regulator Factor) cuja regulação negativa 

do transcrito gênico altera o mecanismo de tolerância periférica reduzindo a garantia 

da seleção negativa de clones de células T autoreativas, favorecendo assim, a 

maturação de células hiperreativas (GEENEN et al., 2012, OLIVERIA et al.,2013, 

MITRE et al., 2016), o CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4) cuja 

mutação afeta a interação do receptor CD28 expresso em células T ativadas 

(ANJOS et al., 2004, LING et al., 2001, UEDA et al., 2003), o PTPN22 (protein 

tyrosine phosphatase, non-receptor type 22) cuja  mutação provoca uma única 

substituição da arginina pelo triptofano na proteína codificada, conduzindo a uma 

diminuição no receptor das células T e na sinalização dos receptores das células B, 

o que pode resultar num estabelecimento desequilibrado de tolerância tanto em 

células T como em células B (SHARP et al., 2015, ABDELRAHMAN et al., 2016, 

GOMES et al., 2017), o IL2RA (interleukin 2 receptor, alpha) cuja mutação de base 

única T/A (rs11594656) afeta a expressão do receptor em células T regulatórias o 

que reduz a ativididade supressora de destas a autoantígenos, aloantígenos, 

antígenos tumorais e antigenos derivados de patogenos. (CHISTIAKOV et al., 2008, 

ABDELRAHMAN et al., 2016).  

O perfil transcricional dos genes envolvidos na suceptibilidade ou proteção 

ao DM1 pode ser controlado pela regulação negativa via micro RNAs (miRNAs), os 

quais inibem a tradução do RNAm por pareamento às sequências nucleotídicas 

presentes, predominantemente, na 3’UTR (SEBASTIANI et al., 2011). Dentre os 

miRNAs que favorecem o desencademanto do DM1 seus alvos, em geral, são genes 

relacionados à autoimunidade e as células β pancreáticas, como o miRNA-181a que 

regula negativamente o transcrito SMAD7 interferindo na função das células β 

pancreáticas (NABIH & ANDRAWES, 2016). O mir-26a é descrito como repressor da 

expressão da histona metiltransferase EZH2 e FOXP3, consequentemente, 

reduzindo o número de células Treg virgens ativadas (ZHANG et al., 2016). Ainda, 

foram identificados os mir-375, miR-21, miR-24.1, miR-30d, miR-34a, miR-126, miR-

146 e miR-148a em pacientes DM1 quando comparados aos indivíduos controles. 

Esses foram correlacionados à função das células β, resistência à insulina dentre 

outros parâmetros do DM1 (SEYHAN et al., 2016).  
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Seguindo os estágios do desenvolvimento do DM1, os eventos que 

precedem a desordem metabólica e o processo autoimune remetem aos fatores 

ambientais os quais influenciam no desencadeamento da doença: i) ocorrência de 

sazonalidade tanto para meses de nascimento quanto para os diagnósticos do DM1, 

sendo os meses de nascimento de abril a julho os mais relatados entre pacientes 

diagnosticados cuja hipótese explicativa remete aos níveis de variação de vitamina 

D materna os quais promovem efeito nas células β pancreáticas e células 

imunológicas (JONGBLOET et al., 1998, MCKINNEY, 2001, VAISERMAN et al., 

2007, KAHN et al, 2009); ii) exposição precoce insuficiente aos microorganismos 

reduz a regulação do sistema imune ao processo de maturação de células T, o que 

proporcionaria maior risco ao DM1 (PUNDZIUTE-LYCKA et al, 2000); iii) exposição a 

infecções virais como, por exemplo, coxsackie B1 (LAITINEM et al., 2014), 

enterovírus (BERGAMIN et al., 2015, RODRIGUEZ-CALVO, 2015); iv) fatores 

nutricionais como a inserção precoce na dieta infantil de alimentos derivados do leite 

de vaca (NORRIS et al., 1996, VIRTANEN et al., 1998). 

As evidências das anormalidades imunológicas remetem à detecção de 

autoanticorpos reativos a diferentes antígenos que podem iniciar o processo de 

insulite como ao Zinc transporter 8 (ZnT8), a insulina, a ácido glutâmico 

decarboxilase (GAD65) e ao insulinoma associada (IA-2) (EISENBARTH & 

JEFFREY, 2008, PIETROPAOLO et al.,2012, ATKINSON et al, 2014, MORRAN et 

al., 2015). Diferentes estudos descrevem que apesar de ocorrer majoritariamente o 

processo inflamatório, o mesmo, não ocorre de maneira uniforme, pois no pâncreas 

podem coexistir ilhotas normais, ilhotas pseudoatrofiadas as quais não sofrem 

insulite e, ilhotas com insulite, o que resultará no desenvolvimento temporal crônico 

da doença (FOULIS, MCGIL & FARQUHARSON, 1991, BUTLER et al., 2007). 

Delineia-se o início da patogênese do DM1 com o processamento e 

apresentação de autoantígenos de células β pancreáticas por células 

apresentadoras de antígeno (APCs) para linfócitos T autoreativos do tipo CD4 e 

CD8. Dados na literatura evidenciam que tal mecanismo de apresentação às APCs 

de células β pancreáticas pode, também, ter origem em um processo de infecção 

viral (BLUESTONE, HEROLD & EINSENBARTH, 2010, ATKINSON et al., 2014). 
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A apresentação de auto-antígenos e a co-estimulação das APCs promovem 

a proliferação e diferenciação de linfócitos T CD4 em linfócitos T CD4+efetoras 

autoreativas, as quais tendem a potencializar sua expansão e função com ação de 

células derivadas do complemento, C3a e C5a, as quais são ativadas durante a 

interação célula T – APCs (CABRERA et al., 2012).  

As células T efetoras autoimunes que infiltram nas ilhotas pancreáticas 

secretam citocinas associadas ao padrão de resposta imune do tipo Th1, como 

interferon γ (IFN-γ) e interleucina-2 (IL-2). Estas citocinas próinflamatórias auxiliam 

no recrutamento de macrófagos e linfócitos T CD8+, consequentemente, 

desencadeando o processo denominado de insulite. Ainda, a secreção de 

quimiocinas favorece a exacerbação do recrutamento de células mononucleares e, 

consequente, loop positivo para destruição das células β pancreáticas 

(BLUESTONE, HEROLD & EINSENBARTH, 2010). 

A morte das células β pancreáticas é resultado direto da ação das 

perfurinas/granzinas mediada por células T CD8+ e da liberação de citocinas pró-

inflamatórias, tais como, IFN-γ, fator de necrose tumoral (TNF-α) e interleucina-1β 

(IL-1β) (CAO et al., 2007). Estudos têm demonstrado a relevância de células T 

regulatórias (Treg) na patogênese do DM1, particularmente, devido à alta afinidade 

por autoantígenos contribuindo assim para supressão das células Th1 efetoras por 

mecanismos dependentes da secreção de citocinas IL-10 e TGF-β (ASSEMAN et al, 

1999, FALHEN et al., 2005, MARIE et al., 2005, CABRERA et al., 2012). 

No entanto, no contexto do DM1, a função regulatória das células Treg esta 

comprometida e isto favorece a resposta pró-inflamatória exacerbada das células T 

efetoras autoreativas. Desta forma, há uma incapacidade de manter a 

autotolerância, o que favorece a resposta pró-inflamatória mediada por células com 

padrão de resposta imune Th1 e, consequente destruição das células β 

(BLUESTONE, HEROLD & EINSENBARTH, 2010, CABRERA et al., 2012).  

Dentre as teorias propostas para justificar a prejudicada função de Treg está 

a ineficaz sinalização de IL-2 / IL-2R a qual confere redução ao estímulo de Treg, 

consequentemente, exacerbando a proliferação das células T efetoras e possível 

prejuízo à sinalização das células dendríticas (CD) (FURTADO et al., 2002, MALEK, 

2008, TANG et al., 2008). Ainda, descreve-se o efeito prejudicado da apresentação 
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das CD imaturas ou defeituosas às células CD8+Tregs na patogenia do DM1 em 

decorrência do defeito de reconhecimento proteína de choque térmico Hsp60sp pela 

molécula de MHC de classe II, o HLA-E, cuja interação é necessária para ativação 

das células T CD8+ (YAMAZAKI et al., 2003, VUCKOVIC et al., 2007). Vários 

leucócitos estão envolvidos na imunopatologia do diabetes tipo 1, sendo os linfócitos 

T CD4 e CD8 autorreativos críticos no desenvolvimento desta doença promovendo a 

destruição das células β presentes nas ilhotas pancreáticas (HASKINS & 

McDUFFIE, 1990, PETERSON & HASKINS, 1996, MILLER et al., 1988, BAYRY et 

al.,2016, BLUESTONE et al.,  2015). 

 

1.3.  Galectina-1: Estrutura e Funções. 

A galectina-1 (Gal-1) pertence a uma família de proteínas que se ligam de 

modo específico as glicanas, “Glycan-binding proteins”, encontradas nos animais. 

Esta família de proteínas é composta por 15 membros e as duas características 

estruturais que permitem seu agrupamento são a conservação de resíduos de 

aminoácidos no domínio de reconhecimento de carboidratos (Carbohydrate 

recognition domain - CRD) e a afinidade por β-galactosídeos. Estas proteínas são 

multifuncionais e apresentam atividades intra e extracelulares (BARONDES et al., 

1994, HUGHES, 1997, BARONDES et al., 2004, STOWEEL & CUMMINGS, 2014, 

ARTHUR et al., 2015).  

A Gal-1 é uma proteína ácida constituída por N-terminal acetilado, ausência 

de peptídeo sinal, presença de resíduos de cisteínas livres e massa molecular 

aparente de aproximadamente 15 kDa. A Gal-1 pode formar homodímeros, 

associados de modo não-covalente, apresentado uma constantes de associação 

entre 1,25 a 7,0 μM em função de sua origem animal (CHO & CUMMINGS, 1995, 

COOPER & BARONDES, 1999, LOPEZ-LUCENDO et al., 2004, RUBINSTEIN et al., 

2004, CAMBY et al., 2006, CHIANG et al., 2008). A formação de homodímeros não-

covalentes classifica a Gal-1 como prototípica na família das galectinas (CHO & 

CUMMINGS, 1995; COOPER & BARONDES, 1999; RUBINSTEIN et al., 2004; 

CAMBY et al., 2006; CHIANG et al., 2008). Dados da literatura sobre a estrutura da 

Gal-1 mostraram que a sua topologia molecular é do tipo jelly-roll (LOPEZ-

LUCENDO et al., 2004).  
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O gene da galectina-1 humana é denominado por Lectin galactoside-binding, 

soluble, 1 - LGALS1, localizado no cromossomo 22q12, constituído por 4 éxons e 3 

íntrons, o qual totaliza 4397pb, altamente conservado e, com poucas descrições de 

polimorfismos, atualmente, apenas 14 SNPs e 2 variações gênicas distribuídos na 

região 5’UTR (8), em regiões intrônicas (4) e na região 3’UTR (4). Portanto, a 

prevalência dos SNPs na região 5’UTR delineia maior variabilidade à quantidade dos 

transcritos a serem codificados (CHIARIOTTI et al., 2004, IIDA et al, 2005). 

Enquanto, em camundongos, o gene da galectina-1 é denoninado Lgals-1, 

localizado no cromossomo 15, constituído por 4 éxons e 3 íntrons, o qual totaliza 

3741 pb. As sequências de aminoácidos entre as duas proteínas mostra uma 

identidade de 88,15% de homologia com a sequência gênica humana (WILSON et 

al., 1989). Poucos miRNAs foram descritos como tendo alvo a GAL-1, White e 

colaboradores (2014) identificaram o mir-22 como um regulador negativo da 

expressão do RNAm de LGALS-1, fato que desfavorece a progressão e metátase de 

tumor renal. 

A Gal-1 é expressa constitutivamente em diversos tecidos como baço, 

músculos, cérebro, fígado, rins, pele, endométrio, pulmão, estômago, intestino e 

outros (CAMBY et al., 2006, DIAS BARUFFI et al., 2010). Esta proteína ligante de 

glicanas apresenta a capacidade de regular uma variedade de processos biológicos, 

incluindo a homeostase da célula T, a resolução de respostas inflamatórias 

(RABINOVICH et al. 1999, 2002), interações hospedeiro-patógeno (ZUNIGA et al. 

2001), eliminação seletiva de timócitos específicos durante o desenvolvimento de 

células T (PERILLO et al. 1997, SOTOMAYOR & RABINOVICH 2000), apoptose 

(DIAS-BARUFFI et al., 2003), a tolerância e a embriogênese feto-materna(VAN DEN 

BRULE et al., 1997, BLOIS et al., 2007), dentre outros. 

A Gal-1 já foi detectada em alguns tipos celulares como em células epiteliais 

do timo (BAUM et al., 1995), células T primadas com antígeno (BLASER et al., 

1998), macrófagos ativados (RABINOVICH et al., 1996), células B ativadas (ZUNIGA 

et al., 2001), células endoteliais (LA et al., 2003), e células do estroma e órgãos 

linfóides murinos como o timo e linfonodo (CHIARIOTTI et al., 1999, RABINOVICH et 

al., 2002). Além disso, participa do controle do tráfico de células T (NORLING et al., 

2008), favorece a apoptose seletiva de células Th1 e Th17 dado o padrão de 
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glicosilação α2-3 sialiltransferases (ST3Gal1) destas células (TOSCANO et al., 

2007), participa do mecanismo regulatório das células Treg naturais (GARIN et al., 

2007), e estimular a expansão de células Treg induzíveis (Figura 2) (TOSCANO et 

al., 2006). Ainda, a Gal-1, pode induzir a secreção de IL-10, IL-2 e inibir a liberação 

de IFN-γ (VAN DER LEIJ et al., 2007, TOSCANO et al, 2007, STOWELL et al., 2008, 

CEDENO-LAURENT et al., 2012). Um possível mecanismo molecular de regulação 

de células Th1 por galectina-1 envolve a inibição da sinalização da via do NF-kB 

(TOSCANO et al., 2011). Basicamente, células Th1 ativadas e pró-inflamatórias 

produzem e secretam Gal-1 via ativação do NF-kB, entretanto, a interação da Gal-1 

com glicanas das superfícies de células Th1 ativada bloqueia a liberação de 

citocinas inflamatórias via a inibição da via do NF-kB (TOSCANO et al., 2011).  

 

Figura 2: Funções Imunorregulatórias de Gal-1 frente a diferentes leucócitos.  

 

Fonte: Adaptado de Arthur et al., 2015. 

 

Portanto, essa lectina tem um papel imunorregulatório (VAN DER LEIJ et al., 

2004; VAN DER LEIJ et al., 2007) e isto, provavelmente estaria correlacionado com 

o efeito benéfico da presença de GAL-1 em doenças autoimunes, no processo de 
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tolerância materno-fetal, no processo de interação patógeno-hospedeiro. Por outro 

lado, a presença da Gal-1, pode favorecer a progressão de tumores e infecções 

virais (CAMBY et al., 2006, TOSCANO et al., 2006, PERONE et al., 2006, 2009, 

WANG et al., 2009, WU et al., 2011). 

 

1.4. Antígeno Leucocitário Humano – G (HLA-G): Estrutura e Funções. 

O Antígeno Leucocitário Humano –G (HLA-G) é uma moléula não clássica Ib 

do complexo principal de histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex – 

MHC) identificada, em 1986, por Ellis e colaboradores, em células trofoblásticas com 

atividade imunoregulatória no processo de tolerância materno-fetal. Em 1987, 

Geraghty e colaboradores a descreveram geneticamente como sendo uma molécula 

com similaridade gênica aos genes do MHC de classe I clássicos (MHC classe Ia) 

excetuando pelo número limitado de polimorfismos em sua região codificadora. 

Sendo assim, o HLA-G foi classificado como sendo uma glicoproteína codificada 

pelo MHC de classe Ib com função tolerogênica à resposta imunológica 

(CAROSELLA et al., 2003, CAROSELLA et al., 2008).  

Codificado pelo cromossomo 6p.21 o gene HLA-G é constituído por 8 éxons 

e 7 íntrons dos quais o éxon 1 codifica o peptídeo sinal, éxons 2- 4 codificam os 

domínios extracelulares α1 – α3, éxon 5 codifica região transmembrana e, os íntrons 

2 e 4 e o éxon 6 contém códons de finalização “stop códon” (CASTELLI et al., 2014, 

DONADI et al., 2014, CAROSELLA et al., 2015 ). A ocorrência de “splicing” 

alternativos torna possível a codificação de 7 isoformas, sendo quatro isoformas, 

HLA-G1, G2, G3 e G4, ligadas a  membrana, e três isoformas, HLA-G5, G6 e G7, 

solúveis, em que G1 e G5 são compostas por uma cadeia pesada de 3 domínios 

globulares ligados não covalentemente a β2-microglobulina, enquanto, as demais 

isoformas possuem uma estrutura mais simples que carecem de um ou dois 

domínios globulares e não se ligam covalentemente a β2-microglobulina. Ainda, o 

HLA-G pode existir em estruturas oligoméricas por meio de ligações dissulfeto 

estabelecidas entre os resíduos de cisteínas nas posições 42 e 147, Cys42-Cys42 

ou Cys42-Cys147 (Figura 3) (BOYSON et al.,2002, GONEN-GROSS et al.,2003,  

SHIROISHI et al., 2006, ALEGRE  et al., 2014, CAROSELLA et al., 2015). 
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O gene do HLA-G apresenta um limitado número de polimorfismos 

geralmente presentes nas regiões promotora 5’UTR (UTR- unstralated region) e 

3’UTR como elementos gênicos regulatórios e na regulação gênica pós-traducional,  

respectivamente (CASTELLI et al., 2014). Os elementos gênicos regulatórios, 

5’UTR, implicam diretamente no padrão de expressão proteica tecido-restrita do 

HLA-G, o qual apresenta-se constitutivo nas células trofoblásticas, no timo, na 

córnea, no pâncreas, na matriz proximal das unhas, nos eritroblastos e nas células 

mesenquimais (MOREAU et al., 2003, VAN DER ELSEN, 2011, CASTELLI et 

al.,2014, CAROSELLA et al., 2015).  

Quanto ao perfil de regulação gênica pós-transcricional do HLA-G os 

miRNAs: miR-133a, miR-148a, miR-148b, miR-152, miR-365, miR133, miR-139-5p, 

mir-548, mir-608, mir-628 interferem na estabilidade do transcrito gênico do HLA-G, 

inibindo sua expressão proteica, o qual possui função relevante na modulação da 

resposta imune. Foi observado que elevados níveis de miRNAs específicos para o 

HLA-G restaura a citototoxicidade mediada por células NK contra alvos celulares 

(CASTELLI et al., 2014, MORI et al., 2016, SELIGER et al, 2016). 
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Figura 3: Esquema do locus gênico do HLA-G e das suas isoformas proteicas. A tradução do gene 
do HLA-G promove, por processamento alternativo de RNAm, diferentes isoformas 
proteicas (-G1 a -G7) com distintas caractarísticas bioquímicas/estruturais como 
associação ou não (formas solúveis) com a membrana celular, interação não-covalente 
com a proteína β2-microglobulinas, processamento proteolítico e oligomerização. 

 

Fonte: Adaptado de Carosella et al., 2015.  

 

A atividade imunossupressora do HLA-G se dá pela interação específica de 

cada domínio globular presente na molécula aos receptores CD85J (ILT-2), CD85D 

(ILT-4), CD158d (KIR2DL4) e CD160 (BY55), os quais estão presentes, 

respectivamente, em células B, células Natural Killers (NK) e células T; macrófagos; 

células NK; e, em células endoteliais, células NK e células T, promovendo assim a 

indução da apoptose em linfócitos T CD8+ antígeno específicos (LILA et al., 2001, 

CONTINI et al., 2003), inibição da atividade de citotoxicidade de células CTL e NK 

(CAROSELLA et al., 1999), (LEMAOULT et al., 2003, BORTOLOTTI et al., 2014), a 
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regulação da adesão vascular transendotelial (DORLING et al., 2000), inibe a 

ativação e amadurecimento de DCs (LIANG et al., 2003) e de linfócitos T CD4+ 

(BAINBRIDGE, 2000), induz a formação de células T regulatórias por meio da 

trogocitose ou da diferenciação de células T CD4+ ou T CD8+ virgens para células 

com função imunossupressora sobre demais linfócitos T por secretarem IL-10 e 

TGF-β (LILA et al, 2001), inibição da angiogênese (MENIER et al., 2004, FONS et 

al., 2006, CAROSELLA et al., 2011). 

Devido a todas estas propriedades imunorregulatórias, o HLA-G tem sido 

reconhecido como uma molécula tolerogênica cuja regulação positiva pode proteger 

ou prejudicar o indivíduo. Contextos patofisiológicos em que a regulação positiva do 

HLA-G acarreta em proteção ao indivíduo são: o sucesso da aceitação do aloenxerto 

transplantado (BIELDRON et al., 2015), a implantação do embrião no início da 

gestação (CLARK et al., 2013), evolução clínica de doenças autoimune e 

inflamatórias cuja progressão ocorre de maneira mais lenta quando comparada com 

pacientes com baixos níveis de expressão de HLA-G (MURDACA et al., 2016, 

ZAHEDNASAB et al., 2016 ). De modo contrário, os prejuízos acarretados pela 

regulação positiva do HLA-G são descritos na infecção viral do vírus da 

imunodeficiência humana tipo 1 (HIV-1) (VIGANO et al., 2017), vírus da hepatite C 

(VHC) (AMIOT et al., 2014), infecção bacteriana por Helicobacter pylori (SOUZA et 

al., 2016) e, em diferentes níves de expressão em doenças cancerígenas tais como 

como glioblastoma, mieloma múltiplo, carcinoma de ovário, leucemia linfocítica e 

pulmão (PISTOIA et al., 2007). 

 

1.5. As moléculas imunorregulatórias (HLA-G e Galectina-1) e a doença 
autoimune DM1. 

A Gal-1 e o HLA-G desempenham papéis importantes na modulação do 

sistema imune conferindo tolerância imunológica (CEDENO-LAURENTA et al., 2012, 

BARRIENTOS et al., 2014, CAROSELLA et al., 2015, GREGORI, 2016, SASAGURI 

et al., 2016, FERREIRA et al., 2017). No entanto, atualmente, são escassas as 

informações sobre a presença e/ou função de Gal-1 e do HLA-G no processo de 

modulação da resposta imune no desenvolvimento do DM1 humano e experimental.   
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Dados da literatura mostram que células dendríticas obtidas de 

camundongos diabéticos “Non-Obese Diabetic - NOD” e transgênicas para o gene 

da Gal-1 (DC-Gal-1) foram capazes de induzir apoptose em clone “diabetogenic” de 

células T. Ainda, quando estas células DC-Gal-1 foram injetadas nos camundongos 

NOD (modelo experimental para DM1), em estágios subclínicos do DM1, ocorreu 

uma deleção de células T periféricas autoreativas, aumento de células T secretoras 

de IL-4 e IL-10, retardo nos sintomas do diabetes e na insulite (PERONE et al. 

2006). O mesmo grupo demonstrou que o tratamento de animais NOD com Gal-1 

solúvel previne a instalação da hiperglicemia, impede a invasão das ilhotas 

pancreáticas por células Th1 anti-células β e aumenta a porcentagem de células T 

secretoras de IL-1, IL-5 e IL-10 no pâncreas (PERONE et al., 2009). De modo 

interessante, a administração de Gal-1 exógena foi também capaz reverter a 

autoimunidade para células β e a hiperglicemia de animais NOD com DM 1 em curso 

(PERONE et al., 2009).  

Ainda nessa linha, foi sugerido por outros que células T autoreativas (CD4+ 

ou CD8+) de camundongos NOD podem ser resistentes ao efeito supressor de 

células T regulatórias mediado por Gal-1 (WU et al., 2011). O mecanismo dessa 

resistência pode estar associado à redução da expressão de um ligante para esta 

lectina, o gangliosídeo GM1, nas superfícies de células T específicas para antígenos 

de células  (WANG et al., 2009; WU et al., 2011). 

Jiang e colaboradores (2009) propuseram que a Gal-1 poderia compor um 

protocolo de tratamento de pacientes com DM1 uma vez que esta lectina seria 

capaz de induzir a apoptose de células T autorreativas e específicas para células β. 

Assim, desta forma, a Gal-1 poderia cooperar para a restauração da tolerância a 

antígenos próprios destas células em pacientes com DM1. Curiosamente, monócitos 

do sangue periférico de pacientes com DM1, estimulados ou não, secretam baixos 

níveis de Gal-1 em comparação com células de indivíduos sadios (GÓMEZ-

TOURIÑO et al., 2011). Segundo estes pesquisadores esta baixa capacidade de 

síntese da molécula imunoreguladora Gal-1 pode auxiliar na manutenção de um 

cenário de inflação autoimune em pacientes com DM1.  

Em relação ao HLA-G foi descrito a associação de polimorfismos na região 

3’UTR aumentar as taxas de risco ao DM1. Cita-se os genótipos del/del ou del/ins 
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presente no polimorfismo 14pb inserção/deleção, o polimorfismo de base única 

(“Single Nucleotide Polymorphism – SNP”). Ainda, o alelo +3001 T presente 

exclusivamente em pacientes DM1, o qual em desequilíbrio de ligação como o 

genótipo +3010 CC e o haplótipo 14pb DEL / + 3001C / + 3003T / + 3010C / + 

3027C / + 3035C / + 3142G / + 3187A / + 3196C , conferiram baixa e moderada 

expressão do HLA-G nos pacientes DM1 avaliados (ALBUQUERQUE et al.,2016). 

Montanucii e colaboradores, 2012, ao avaliarem os efeitos do padrão de 

resposta Th17 e de células Treg de células PBMCs oriundas de pacientes DM1 e de 

indivíduos saudáveis quando submetidas ao tratamento com IFN-γ ou com células-

tronco mesenquimais derivadas de Sangue de Cordão Umbilical envolvidas em 

microcápsulas imunes (CPS-hUCMS), observaram o aumento da expressão de 

transcritos e de proteína do HLA-G5 quando PBMCs foram co-cultivadas com CPS-

hUCMS. A expressão do HLA-G5 foi superior nas PBMCs de indivíduos saudáveis 

do que nos pacientes DM1. No entanto, o desencadeamento da expressão de HLA-

G5 sugere a correlação do mesmo na atividade imunossupressora do DM1, a qual 

reduz a ação de células Th1 efetoras, favorece a expansão de Treg e assim, 

promove o reequilíbrio da razão células T efetoras / células Treg no contexto do 

DM1. Quanto às células Th17, os autores não encontraram associação de indução 

do HLA-G pelas CPS-UCMS favorecendo a expressão dessas células. 

Portanto, o desequilíbrio na resposta imunológica associado a atividade de 

células T (CD4 e/ou CD8) autoreativas com padrão imunofenotípico relacionado a 

uma resposta proinflamatória contribui para destruição de células β pancreáticas, 

com consequente insulite.  Logo, no presente trabalho buscamos investigar a 

potencial participação de duas moléculas imunoregulatórias endógenas, GAL-1 e 

HLA-G, no diabetes mellitus autoimune. 
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6. CONCLUSÃO 

O presente trabalho trouxe a descrição do procedimento de obtenção da 

isoforma solúvel de HLA-G6 o que permite a aplicabilidade desta para melhor 

compreensão estrutural, bioquímica e funcional desta isoforma, incluindo, o uso em 

ensaios terapêuticos em modelos inflamatórios.  

Portanto, o conjunto de resultados sugere que possa ocorrer uma regulação 

positiva da expressão de transcritos do HLA-G em pacientes com DM1 e que a 

presença de GAL-1 endógena pode favorecer o DM1 experimental. Estes dados 

abrem novas perspectivas para o melhor entendimento da imunopatologia do DM-1. 
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ANEXOS 

ANEXO 01: Documento de aprovação do Comitê de Ética no uso de animais da 
Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto.  
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ANEXO 02: Documento de aprovação do Comitê de Ética no uso de animais da 
Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto. 
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ANEXO 03: Predição da estrutura complexa do rhHLA-Gproteína-proteína por 
rearranjo multimérico a partir da sequência da proteína recombinante. 

 
Fonte: Mukherjee S. & Zhang Y., 2011. 
 
 
 
 
 
 
 


