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RESUMO

Pela, F. P. Estudo das moléculas imunorregulatorias Galectina-1 e
Antigeno Leucocitario Humano-G: da construcdo de ferramentas ao
impacto no diabetes autoimune. 2017. 122 f. Tese. Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto,
2017.

O diabetes mellitus tipo 1A (DM1) é uma doenga crbnica caracterizada pela
destruicdo imunolégica das células B do pancreas e pela incapacidade de seu
portador produzir insulina. Nas ultimas décadas foram descritos varios
aspectos sobre a fisiopatologia do DM1 e identificado um aumento de sua
incidéncia mundial. Entretanto, na literatura ha lacunas a serem respondidas
envolvendo a etiologia e a imunopatologia desta doenga. No presente trabalho,
foi analisado o impacto de duas moléculas enddgenas imunoregulatorias,
Antigeno Leucocitario 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 individuos controle foi feita uma analise comparativa envolvendo o perfil de
expressao do HLA-G e da GAL-1 e a identificacdo de microRNAs (miRNAs)
associados a estas duas moléculas. Camundongos Lgals™ ou ndo para o gene
da GAL-1 foram tratados com estreptozotocina (STZ) para indu¢gdo do DM1
experimental. As duas formas recombinantes do HLA-G foram produzidas, mas
apenas o HLA-G6 foi caracterizado como uma solugao polidispersa contendo
um componente majoritario (99,2%) com massa molecular de 23.603,766 Da,
raio hidrodinamico de 6,0 + 2,0 nm e imunoreatividade para diferentes
anticorpos anti-HLA-G comerciais ou produzidos no laboratério. Os niveis
transcricional e proteico do HLA-G e da GAL-1 nao foram diferentes entre os
grupos de individuos estudados. A analise comparativa de miRNAs mostrou
que a elevada indu¢cao do miRNA modulador negativo da expressdo do HLA-G
(hsa-miR-16-5p) nos controles em relagéo aos pacientes foi a Unica associagao
robusta com a patogenia do DM1. Curiosamente, os animais selvagens
apresentam maior suscetilibilidade a inducdo de DM1 por STZ, uma vez que os
indicadores desta doenga como o grau de insulite, a taxa de migracéo de
linfécitos T CD4 e T CD8 para os linfonodos pancreaticos, o nivel de redugao
de insulina no pancreas e a taxa glicémica estavam aumentados nesses
animais em relagdo aos nocautes para GAL-1. Finalmente, este conjunto de
resultados sugere que possa ocorrer uma regulagao positiva da expressao de
transcritos do HLA-G em pacientes com DM1 e que a presengca de GAL-1
endoégena 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, Antigeno Leucocitario
Humano — G (HLA-G), Imunoregulagéo.



ABSTRACT

Pela, F. P. Galectin-1 and Human Leukocyte Antigen-G: from tool Pela, 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 Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto - Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo 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-17"). 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

Pela. F. P. Estudio de las moléculas reguladoras inmunes galectina-1 y el
antigeno leucocitario humano-G: la construccién de herramientas e impacto
sobre la diabetes autoinmune.2017. 122f. Tesis. Facultad de Ciencias
Farmacéuticas de Ribeirdao Preto - Universidad de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2017.

Diabetes mellitus tipo 1A (DM1) es una enfermedad crénica que se caracteriza por la
destruccion inmune de las células beta del pancreas y la incapacidad del paciente
para producir insulina. En las ultimas décadas se produjo un aumento en el
conocimiento de la fisiopatologia 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 etiologia y la inmunopatologia. Con este fin, las formas
recombinantes de HLA-G (-G5 y -G6) y sus respectivos anticuerpos se produjeron y
se caracterizaron bioquimicamente. A partir de muestras de pacientes
diagnosticados con diabetes tipo 1 y sujetos sanos se realizd un analisis
comparativo de los perfiles de expresion de HLA-G y Gal-1 y la identificacion 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 solo el HLA-G6 se
caracteriz6 como una solucién polidispersa, que comprende un componente
principal (99,2%) con un masa molecular de 23,603.766 Da, radio hidrodinamico de
6,0 £+ 2,0 nm e inmunorreactividad para diferentes anticuerpos anti-HLA-G
comerciales o producidos en el laboratorio. Los niveles de transcripcion y proteinas
de HLA-G y LAG-1 no difirieron entre los grupos de individuos estudiados. El analisis
comparativo de miRNAs mostré como la unica asociacion sélida con la patogénesis
de la DM1 una alta induccion de los genes miARN moduladores negativos de la
expresion de HLA-G (HSA-mir-16-5p) en los sujetos controles al compararse con los
pacientes. Curiosamente, animales salvajes fueron mas susceptibles a la induccién
de la diabetes por STZ tipo 1. Los indicadores de la enfermedad tales como el grado
de insulitis, la tasa de migraciéon de células T CD4 + y CD8 para los ganglios
linfaticos pancreaticos, la reduccién 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 ultimo, este conjunto de resultados sugiere que existe un incremento en
la expresion de HLA-G. Transcripciones en pacientes con DM1 y la presencia de
GAL-1 enddgeno pueden promover la DM1 experimental. Estos datos llevan a
nuevas perspectivas para una mejor comprension de la inmunopatologia de DM-1.

Palabras llave: Diabetes mellitus tipo 1, Galectina-1, Antigeno Leucocitario Humano -
G (HLA-G), Inmunorregulacion.
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1. INTRODUCAO
1.1.Aspectos gerais do diabetes mellitus

O diabetes mellitus (DM) compreende um grupo de doengas metabdlicas
caracterizado pela hiperglicemia resultante da falha no processo de secregao da
insulina e/ou falha na atividade funcional da insulina cujas causas estdo associadas
ao comprometimento da sintese desta proteina pelas células B pancreaticas ou pela
destruicdo de células B pancreaticas por imunomediacdo (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 milhdes de individuos, com estimativa de 471 milhdes em 2035.
No Brasil, em 2014, a estimativa foi de 11,9 milhdes de individuos diabéticos, com
estimativa de 19,2 milhdes, em 2035 (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES,
2015-2016, WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Os avancgos decorridos da ultima década no conhecimento da patogenia,
epidemiologia, heterogeneidade, marcadores preditivos, proposi¢gao de terapéuticas,
dentre outros, favoreceram a busca da padronizagédo do diagnostico da doenga bem
como a melhor classificagdo mesma (ATKINSON, EISENBARTH & MICHELS,
2014).

De modo geral, o DM pode ser diagnosticado com base nos critérios do nivel
de glicose plasmatica, em que, o teste de glicemia casual = 200 mg/dX; glicemia de
jejum = 126 mg/dA (7 mmol/A); glicemia de 2 h pdés-sobrecarga de 75 g de glicose 2
200 mg/dh 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 classificagdes
estabelecidas para o DM1 sdo da ordem imuno-associadas: tipo 1A; e, idiopaticas:
tipo 1 B, Diabetes do Adulto de Inicio no Jovem (Maturity-Onset Diabetes of the
Young - Mody); e Diabetes Auto-Imune Latente do Adulto (Latent autoimmune
diabetes of adult - LADA). Quanto as classificagbes idiopaticas essas podem ser
resultantes de: alteracbes genéticas as células 3 pancreaticas e da agao da insulina,

processos de doencas que danificam o pancreas, 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 doenga cronica autoimune de
carater multifatorial caracterizada pelo comprometimento da producédo de insulina
endogena pelas células B pancreaticas em decorréncia da destruicdo das mesmas
dado a imunomediagao desencadeada por células T auto reativas responsaveis pelo
processo de infiltragcao das ilhotas pancreaticas (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 s&o multiplas e ainda nao
completamente elucidadas, mas se correlacionam com anormalidades metabdlicas
associadas a mutacao de receptores de insulina, resultando na reducao da secrecao
de insulina pelas células B pancreaticas 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 carater genético da doenga, em
que a transmiss&o autossémico-dominante de pelo menos um dos seguintes genes
HNF-4a, GCK, HNF-1a, IPF-1, HNF-18, NEUROD, desencadeia diferentes
modulagdes da secrecdo de insulina. Desta forma, o Mody é classificado como
diabetes familiar, cujo diagndstico € feito precocemente (infancia, adolescéncia 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 doenca incidente em adultos,
caracteristica tipica do diabetes mellitus tipo 2 (DM2), associada a fatores
metabdlicos, genéticos e imunoldgicos tipicos do DM1, os quais desencadeiam a
autoimunidade decorrente da presenca de auto-antigenos nas ilhotas pancreaticas.
Pode progredir na faléncia das células pancreaticas e a sucessiva dependéncia de
insulina exégena (ZIMMET, P. et al.,1994; LESLIE D. & VALERI C., 2003;
AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2004, FOURLANOS S., et al 2005;
STRENSTROM G.et al, 2005, SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015).

As manifesta¢des clinicas iniciais do DM1 tais como, polidipsia, polifagia e

poliuria, associadas a hiperglicemia, favorecem o rastreamento geografico da
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incidéncia da doenca no ambito 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 individuos com menos de 15 anos de
idade, a Finlandia com >60, Sardenha com ~40, Brasil com 7,6, China, india e
Venezuela com 0,1 e Coréia com 0,5 (EKOE, 2008, ATKINSON, EISENBARTH &
MICHELS, 2014, INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2014, SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2015).

Dado a variabilidade da incidéncia, particularmente, com as perspectivas de
aumento da indicidéncia do DM, associada a carga da doenga, ou seja, o impacto da
mortalidade cuja estimativa € de 1,5 milhdes de mortes diretamente associadas ao
DM e, 2,2 milhdes de mortes atribuidas ao alto nivel de glicose; e dos problemas de
saude tais como nefropatias, retinopatias, neuropatias, lesdes cardiacas e
hipertensdo, obesidade, dentre outras, que s&o classificadas como doencas
secundarias ao DM, que afetam a qualidade de vida de seus portadores, se faz
necessario medidas eficazes de saude publica aliada aos incentivos a pesquisa e a
tecnologia para desenvolvimento de diretrizes e terapéuticas a um melhor custo
beneficio (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 publicos diretos com DM variam entre 2,5% e 15% do orgamento
anual da saude de um pais. Como exemplo, o Brasil, cujo Sistema Unico de Salde
Brasileiro (SUS) tem o dispéndio da ordem de US$2.108,00 por paciente, o que
evidencia a necessidade do planejamento e alocagao de recursos de modo racional
(ALBERTI, 1999; IBGE, 2014, SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015).

1.2.Diabetes mellitus tipo 1: uma doenca autoimune.

Representa a segunda maior causa de diabetes mellitus (DM) cuja
incidéncia acomete 5-10% dos individuos portadores dessa desordem metabdlica
(HALIMI & BENHAMOU, 2004) de um total de 387 milhdes de pacientes em todo o
mundo. No Brasil, ha cerca de 19,2 milhdes de pacientes diagnosticados com DM
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2011).
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Apesar dos progressos consideraveis na compreensao dos fatores genéticos
de susceptibilidade e do mecanismo da autoimunidade que precedem o
aparecimento clinico do DM1, a origem da autoimune, em si, apresenta lacunas a
serem respondidas, dentre elas, a atividade de moléculas imunorregulatérias,
principalmente, de padrao anti-inflamatério, no contrapeso do exacerbado padrao
inflamatoério desencadeado no processo etiologico da doengca (SCHRANZ &
LERNMARK, 1998). Bluestone e colaboradores, 2010, descrevem o desequilibrio do
sistema imune desencadeado por exposicao de fatores externos em associagao ao
efeito genético predisposto no individuo durante o desenvolvimento desta patologia

(Figura 1).

Figura 1: O desequilibrio do sistema imunoldgico é crucial para o desenvolvimento do DM1. A figura
ilustra fatores responsaveis pela regulagdo da resposta imunolégica evidenciando
elementos que contribuiem para o aumento da susceptibilidade ao DM1. O resultado é o
descontrole dos mecanismos da tolerancia central e periférica que associado a fatores
ambientais estimulam o aparecimento desta patologia. Os principais tipos celulares
envolvidos na resposta imunolégica do DM1 sado listados nos topicos imunidade e
regulagao e, estao envidos na regulagéo das citocinas e proteinas.

Faléncia da tolerancia
central ou periférica:
AIRE, INS, PTPN22
CTLA-4, CD25, HLA

Imunidade Regulacao

>

Regulacao Imunidade

Fatores ambientais:
Microbios, derivados de
leite, exposicao ao sol,

vitamina D
Imunidade Regulagio
® Células T CD4 e CD8 patogénicas e Células T requlatérias (IL-10, TGF-B,
® Células B patogénicas Galectina-1) ;

* Ativacio de células dendriticas * Células B regulatorias (IL-10)
(INOS, ILK-12, etc) ® Células dendriticas regulatorias
(IDO, Galectina-1, etc)

Fonte: Adaptado de Bluestone et al., 2010 e Arthur et al., 2015.
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Ao que concerne aos fatores genéticos, 18 regides gendbmicas ja foram
descritas e associadas ao risco de susceptibilidade ao DM1. Essas regides génicas
denominadas de IDDM, IDDM1 a IDDM18, s&o responsaveis por promoverem
alteracbes na codificagcdo e no nivel da expressdao das respectivas proteinas
(SCHRANZ & LERNMARK, 1998, MAAHS, 2010).

Dentre as regides mais evidenciadas, estao os genes de HLA, localizados na
regidao cromossOmica 6p21, “Insulin dependent diabetes mellitus 1” (IDDM1),
responsaveis por codificar proteinas efetoras da resposta imune, as proteinas do
complexo principal de imunohistocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex -
MHC). Atualmente, sabe-se que genodtipos do HLA estdo relacionados a
susceptibilidade, dentre eles: DQA1*0501-DQB1*0201/DQA1*0301-DQB1*0302 e
DRB1*03/DRB1*04, os quais promovem alteracbes no residuo de aminoacido na
posicdo 57 da cadeia B e na posicdo 52 da cadeia a, afetando assim o
reconhecimento e a apresentagdo de antigenos para as células T CD4, elevando
para 40% o risco de desenvolvimento do DM1. Em contrapartida, também esta
descrito gendtipo que contribui na protecdo ao DM1, o DQA1*0102-DQB1*0602—
DRB1*1501 (FAUSTMAN, 1993, FAUSTMAN, 1993, SCHRANZ & LERNMARK,
1998, BLUESTONE, HEROLD & EINSENBARTH, 2010, HEROLD et al., 2013) .

S&0 descritas mutagbes na regido cromossdémica 11p15.5, IDDM2,
composta pelos genes, tirosina hidrolase (TH), numero variavel de coépias em
tandem — insulina (VNTR-INS) e fator de crescimento semelhante a insulina Il
(IGF2), compreendendo o locus insulina (INS). A principal descricdo quanto aos
polimorfismos presentes neste locus remete aos efeitos transcricionais quanto ao
nivel de expressédo génica da insulina. O alelo de classe Ill do VNTR-INS possui
efeito protetor ao DM1, pois mantem o nivel de expressado de insulina, enquanto, o
alelo de classe | confere efeito de susceptibilidade o qual contribui com 10% no risco
ao DM1, pois reduz o nivel de expressdao 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 influéncia de outros genes de susceptibilidade ao DM1, os quais em

associacdo sao tidos como fatores de risco ao desencadeamento da doenca
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(MAAHS et al., 2010, STECK & REWERS, 2011, NEPOM & BUCKNER, 2012)..
Dentre eles citam-se o AIRE (Autoimmune Regulator Factor) cuja regulagdo negativa
do transcrito génico altera o mecanismo de tolerancia periférica reduzindo a garantia
da selegdo negativa de clones de células T autoreativas, favorecendo assim, a
maturagdo de células hiperreativas (GEENEN et al., 2012, OLIVERIA et al.,2013,
MITRE et al., 2016), o CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4) cuja
mutagdo afeta a interagcdo 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 mutagdo provoca uma unica
substituicdo da arginina pelo triptofano na proteina codificada, conduzindo a uma
diminui¢cdo no receptor das células T e na sinalizacdo dos receptores das células B,
0 que pode resultar num estabelecimento desequilibrado de tolerancia 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 mutacéo de base
unica T/A (rs11594656) afeta a expressao do receptor em células T regulatérias o
que reduz a ativididade supressora de destas a autoantigenos, aloantigenos,
antigenos tumorais e antigenos derivados de patogenos. (CHISTIAKOV et al., 2008,
ABDELRAHMAN et al., 2016).

O perfil transcricional dos genes envolvidos na suceptibilidade ou protecéo
ao DM1 pode ser controlado pela regulagdo negativa via micro RNAs (miRNAs), os
quais inibem a tradugcdo do RNAmM por pareamento as sequéncias nucleotidicas
presentes, predominantemente, na 3’'UTR (SEBASTIANI et al., 2011). Dentre os
miRNAs que favorecem o desencademanto do DM1 seus alvos, em geral, sdo genes
relacionados a autoimunidade e as células 3 pancreaticas, como o miRNA-181a que
regula negativamente o transcrito SMAD7 interferindo na funcdo das células
pancreaticas (NABIH & ANDRAWES, 2016). O mir-26a é descrito como repressor da
expressdo da histona metiltransferase EZH2 e FOXP3, consequentemente,
reduzindo o numero 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 individuos controles.
Esses foram correlacionados a fungcédo das células B, resisténcia a insulina dentre
outros parametros do DM1 (SEYHAN et al., 2016).
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Seguindo os estagios do desenvolvimento do DM1, os eventos que
precedem a desordem metabdlica e o processo autoimune remetem aos fatores
ambientais os quais influenciam no desencadeamento da doencga: i) ocorréncia de
sazonalidade tanto para meses de nascimento quanto para os diagnosticos do DM1,
sendo os meses de nascimento de abril a julho os mais relatados entre pacientes
diagnosticados cuja hipdtese explicativa remete aos niveis de variagao de vitamina
D materna os quais promovem efeito nas células B pancreaticas e células
imunoldgicas (JONGBLOET et al., 1998, MCKINNEY, 2001, VAISERMAN et al.,
2007, KAHN et al, 2009); ii) exposicao precoce insuficiente aos microorganismos
reduz a regulagdo do sistema imune ao processo de maturagao de células T, o que
proporcionaria maior risco ao DM1 (PUNDZIUTE-LYCKA et al, 2000); iii) exposigao a
infeccbes virais como, por exemplo, coxsackie Bl (LAITINEM et al., 2014),
enterovirus (BERGAMIN et al.,, 2015, RODRIGUEZ-CALVO, 2015); iv) fatores
nutricionais como a insergéo precoce na dieta infantil de alimentos derivados do leite
de vaca (NORRIS et al., 1996, VIRTANEN et al., 1998).

As evidéncias das anormalidades imunologicas remetem a detecgcdo de
autoanticorpos reativos a diferentes antigenos que podem iniciar o processo de
insulite como ao Zinc transporter 8 (ZnT8), a insulina, a acido glutamico
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 inflamatoério, 0 mesmo, nao ocorre de maneira uniforme, pois no pancreas
podem coexistir ilhotas normais, ilhotas pseudoatrofiadas as quais nao sofrem
insulite e, ilhotas com insulite, o que resultara no desenvolvimento temporal crénico
da doenca (FOULIS, MCGIL & FARQUHARSON, 1991, BUTLER et al., 2007).

Delineia-se o inicio da patogénese do DM1 com o processamento e
apresentacdo de autoantigenos de células [ pancreaticas por células
apresentadoras de antigeno (APCs) para linfocitos T autoreativos do tipo CD4 e
CD8. Dados na literatura evidenciam que tal mecanismo de apresentacao as APCs
de células B pancreaticas pode, também, ter origem em um processo de infecgao
viral (BLUESTONE, HEROLD & EINSENBARTH, 2010, ATKINSON et al., 2014).
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A apresentacao de auto-antigenos e a co-estimulagao das APCs promovem
a proliferacdo e diferenciacdo de linfocitos T CD4 em linfocitos T CD4 efetoras
autoreativas, as quais tendem a potencializar sua expansao e fungdo com agao de
células derivadas do complemento, C3a e C5a, as quais s&o ativadas durante a
interacao célula T — APCs (CABRERA et al., 2012).

As células T efetoras autoimunes que infiltram nas ilhotas pancreaticas
secretam citocinas associadas ao padrdo de resposta imune do tipo Th1, como
interferon y (IFN-y) e interleucina-2 (IL-2). Estas citocinas proinflamatdrias auxiliam
no recrutamento de macréfagos e linfocitos T CD8*, consequentemente,
desencadeando o processo denominado de insulite. Ainda, a secrecdo de
quimiocinas favorece a exacerbacao do recrutamento de células mononucleares e,
consequente, loop positivo para destruicdo das células [ pancreaticas
(BLUESTONE, HEROLD & EINSENBARTH, 2010).

A morte das células B pancreaticas € resultado direto da acido das
perfurinas/granzinas mediada por células T CD8" e da liberagédo de citocinas pro-
inflamatarias, tais como, IFN-y, fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina-13
(IL-1B8) (CAO et al., 2007). Estudos tém demonstrado a relevancia de células T
regulatorias (Treg) na patogénese do DM1, particularmente, devido a alta afinidade
por autoantigenos contribuindo assim para supressdo das células Th1 efetoras por
mecanismos dependentes da secrec¢ao de citocinas IL-10 e TGF-B (ASSEMAN et al,
1999, FALHEN et al., 2005, MARIE et al., 2005, CABRERA et al., 2012).

No entanto, no contexto do DM1, a funcao regulatéria das células Treg esta
comprometida e isto favorece a resposta pro-inflamatéria exacerbada das células T
efetoras autoreativas. Desta forma, ha uma incapacidade de manter a
autotolerancia, o que favorece a resposta pré-inflamatéria mediada por células com
padrdao de resposta imune Th1 e, consequente destruicido das células
(BLUESTONE, HEROLD & EINSENBARTH, 2010, CABRERA et al., 2012).

Dentre as teorias propostas para justificar a prejudicada fungéo de Treg esta
a ineficaz sinalizagdo de IL-2 / IL-2R a qual confere redugédo ao estimulo de Treg,
consequentemente, exacerbando a proliferacdo das células T efetoras e possivel
prejuizo a sinalizagédo das células dendriticas (CD) (FURTADO et al., 2002, MALEK,
2008, TANG et al., 2008). Ainda, descreve-se o efeito prejudicado da apresentagao
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das CD imaturas ou defeituosas as células CD8"Tregs na patogenia do DM1 em
decorréncia do defeito de reconhecimento proteina de choque térmico Hsp60sp pela
molécula de MHC de classe Il, o HLA-E, cuja interagdo é necessaria para ativagéo
das células T CD8" (YAMAZAKI et al., 2003, VUCKOVIC et al., 2007). Varios
leucdcitos estao envolvidos na imunopatologia do diabetes tipo 1, sendo os linfécitos
T CD4 e CD8 autorreativos criticos no desenvolvimento desta doenga promovendo a
destruicdo das células [ presentes nas ilhotas pancreaticas (HASKINS &
McDUFFIE, 1990, PETERSON & HASKINS, 1996, MILLER et al., 1988, BAYRY et
al.,2016, BLUESTONE et al., 2015).

1.3. Galectina-1: Estrutura e Funcdes.

A galectina-1 (Gal-1) pertence a uma familia de proteinas que se ligam de
modo especifico as glicanas, “Glycan-binding proteins”, encontradas nos animais.
Esta familia de proteinas é composta por 15 membros e as duas caracteristicas
estruturais que permitem seu agrupamento sdo a conservagado de residuos de
aminoacidos no dominio de reconhecimento de carboidratos (Carbohydrate
recognition domain - CRD) e a afinidade por p-galactosideos. Estas proteinas sao
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 proteina acida constituida por N-terminal acetilado, auséncia
de peptideo sinal, presengca de residuos de cisteinas livres e massa molecular
aparente de aproximadamente 15 kDa. A Gal-1 pode formar homodimeros,
associados de modo nao-covalente, apresentado uma constantes de associagao
entre 1,25 a 7,0 yM em funcéo 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 formacado de homodimeros nao-
covalentes classifica a Gal-1 como prototipica na familia 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 - LGALS], localizado no cromossomo 22q12, constituido por 4 éxons e 3
introns, o qual totaliza 4397pb, altamente conservado e, com poucas descri¢gdes de
polimorfismos, atualmente, apenas 14 SNPs e 2 variagdes génicas distribuidos na
regiao 5’'UTR (8), em regides intronicas (4) e na regiao 3'UTR (4). Portanto, a
prevaléncia dos SNPs na regido 5’UTR delineia maior variabilidade a 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, constituido por 4 éxons e 3 introns, o qual totaliza
3741 pb. As sequéncias de aminoacidos entre as duas proteinas mostra uma
identidade de 88,15% de homologia com a sequéncia génica 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
expressdo do RNAm de LGALS-1, fato que desfavorece a progressédo e metatase de

tumor renal.

A Gal-1 é expressa constitutivamente em diversos tecidos como bago,
musculos, cérebro, figado, rins, pele, endométrio, pulmao, estbmago, intestino e
outros (CAMBY et al., 2006, DIAS BARUFFI et al., 2010). Esta proteina ligante de
glicanas apresenta a capacidade de regular uma variedade de processos bioldgicos,
incluindo a homeostase da célula T, a resolucdo de respostas inflamatorias
(RABINOVICH et al. 1999, 2002), interacdes hospedeiro-patégeno (ZUNIGA et al.
2001), eliminagao seletiva de timdcitos especificos durante o desenvolvimento de
células T (PERILLO et al. 1997, SOTOMAYOR & RABINOVICH 2000), apoptose
(DIAS-BARUFFI et al., 2003), a tolerancia e a embriogénese feto-materna(VAN DEN
BRULE et al., 1997, BLOIS et al., 2007), dentre outros.

A Gal-1 ja foi detectada em alguns tipos celulares como em células epiteliais
do timo (BAUM et al., 1995), células T primadas com antigeno (BLASER et al.,
1998), macrdéfagos ativados (RABINOVICH et al., 1996), células B ativadas (ZUNIGA
et al., 2001), células endoteliais (LA et al., 2003), e células do estroma e 6rgaos
linféides murinos como o timo e linfonodo (CHIARIOTTI et al., 1999, RABINOVICH et
al., 2002). Além disso, participa do controle do trafico de células T (NORLING et al.,

2008), favorece a apoptose seletiva de células Th1 e Th17 dado o padréo de
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glicosilacédo a2-3 sialiltransferases (ST3Gal1) destas células (TOSCANO et al.,
2007), participa do mecanismo regulatério das células Treg naturais (GARIN et al.,
2007), e estimular a expansao de células Treg induziveis (Figura 2) (TOSCANO et
al., 2006). Ainda, a Gal-1, pode induzir a secre¢ao de IL-10, IL-2 e inibir a liberagcao
de IFN-y (VAN DER LEUJ et al., 2007, TOSCANO et al, 2007, STOWELL et al., 2008,
CEDENO-LAURENT et al., 2012). Um possivel mecanismo molecular de regulagéao
de células Th1 por galectina-1 envolve a inibicdo da sinalizagdo da via do NF-kB
(TOSCANO et al.,, 2011). Basicamente, células Th1 ativadas e pro-inflamatérias
produzem e secretam Gal-1 via ativagcao do NF-kB, entretanto, a interacdo da Gal-1
com glicanas das superficies de células Th1 ativada bloqueia a liberagdo de
citocinas inflamatorias via a inibicdo da via do NF-kB (TOSCANO et al., 2011).

Figura 2: Fungbes Imunorregulatérias de Gal-1 frente a diferentes leucdcitos.
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Fonte: Adaptado de Arthur et al., 2015.

Portanto, essa lectina tem um papel imunorregulatério (VAN DER LEIJ et al.,
2004; VAN DER LEWJ et al., 2007) e isto, provavelmente estaria correlacionado com

o efeito benéfico da presenca de GAL-1 em doengas autoimunes, no processo de
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tolerancia materno-fetal, no processo de interagcao patdégeno-hospedeiro. Por outro
lado, a presenca da Gal-1, pode favorecer a progressdo de tumores e infeccoes
virais (CAMBY et al., 2006, TOSCANO et al.,, 2006, PERONE et al., 2006, 2009,
WANG et al., 2009, WU et al., 2011).

1.4.Antigeno Leucocitario Humano — G (HLA-G): Estrutura e Funcdes.

O Antigeno Leucocitario Humano —G (HLA-G) é uma moléula nao classica Ib
do complexo principal de histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex —
MHC) identificada, em 1986, por Ellis e colaboradores, em células trofoblasticas com
atividade imunoregulatéria no processo de tolerancia materno-fetal. Em 1987,
Geraghty e colaboradores a descreveram geneticamente como sendo uma molécula
com similaridade génica aos genes do MHC de classe | classicos (MHC classe la)
excetuando pelo numero limitado de polimorfismos em sua regido codificadora.
Sendo assim, o HLA-G foi classificado como sendo uma glicoproteina codificada
pelo MHC de classe Ib com fungdo tolerogénica a resposta imunoldgica
(CAROSELLA et al., 2003, CAROSELLA et al., 2008).

Codificado pelo cromossomo 6p.21 o gene HLA-G é constituido por 8 éxons
e 7 introns dos quais o éxon 1 codifica o peptideo sinal, éxons 2- 4 codificam os
dominios extracelulares a1 — a3, éxon 5 codifica regido transmembrana e, os introns
2 e 4 e 0 éxon 6 contém codons de finalizagcao “stop codon” (CASTELLI et al., 2014,
DONADI et al.,, 2014, CAROSELLA et al., 2015 ). A ocorréncia de “splicing”
alternativos torna possivel a codificagdo de 7 isoformas, sendo quatro isoformas,
HLA-G1, G2, G3 e G4, ligadas a membrana, e trés isoformas, HLA-G5, G6 e G7,
soluveis, em que G1 e G5 sdo compostas por uma cadeia pesada de 3 dominios
globulares ligados nédo covalentemente a 2-microglobulina, enquanto, as demais
isoformas possuem uma estrutura mais simples que carecem de um ou dois
dominios globulares e ndo se ligam covalentemente a f2-microglobulina. Ainda, o
HLA-G pode existir em estruturas oligoméricas por meio de ligagdes dissulfeto
estabelecidas entre os residuos de cisteinas nas posi¢des 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).



13

O gene do HLA-G apresenta um limitado numero de polimorfismos
geralmente presentes nas regides promotora S’UTR (UTR- unstralated region) e
3'UTR como elementos génicos regulatérios e na regulagdo génica pos-traducional,
respectivamente (CASTELLI et al., 2014). Os elementos génicos regulatorios,
5'UTR, implicam diretamente no padrao de expressao proteica tecido-restrita do
HLA-G, o qual apresenta-se constitutivo nas células trofoblasticas, no timo, na
cdrnea, no pancreas, 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 regulagdo génica pods-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 génico do HLA-G,
inibindo sua expressao proteica, o qual possui funcado relevante na modulacdo da
resposta imune. Foi observado que elevados niveis de miRNAs especificos 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 génico do HLA-G e das suas isoformas proteicas. A tradugao do gene
do HLA-G promove, por processamento alternativo de RNAm, diferentes isoformas
proteicas (-G1 a -G7) com distintas caractaristicas bioquimicas/estruturais como
associagdo ou nao (formas sollveis) com a membrana celular, interacdo nao-covalente
com a proteina 32-microglobulinas, processamento proteolitico e oligomerizagao.
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Fonte: Adaptado de Carosella et al., 2015.

A atividade imunossupressora do HLA-G se da pela interacao especifica de
cada dominio globular presente na molécula aos receptores CD85J (ILT-2), CD85D
(ILT-4), CD158d (KIR2DL4) e CD160 (BY55), os quais estdo presentes,
respectivamente, em células B, células Natural Killers (NK) e células T; macrofagos;
células NK; e, em células endoteliais, células NK e células T, promovendo assim a
inducéo da apoptose em linfocitos T CD8" antigeno especificos (LILA et al., 2001,
CONTINI et al., 2003), inibicdo 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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regulagcdo da adesado vascular transendotelial (DORLING et al., 2000), inibe a
ativagdo e amadurecimento de DCs (LIANG et al., 2003) e de linfécitos T CD4"
(BAINBRIDGE, 2000), induz a formac&o de células T regulatérias por meio da
trogocitose ou da diferenciacédo de células T CD4" ou T CD8" virgens para células
com fungdo imunossupressora sobre demais linfocitos T por secretarem IL-10 e
TGF-B (LILA et al, 2001), inibigdo da angiogénese (MENIER et al., 2004, FONS et
al., 2006, CAROSELLA et al., 2011).

Devido a todas estas propriedades imunorregulatérias, o HLA-G tem sido
reconhecido como uma molécula tolerogénica cuja regulagéo positiva pode proteger
ou prejudicar o individuo. Contextos patofisiolégicos em que a regulagao positiva do
HLA-G acarreta em protecao ao individuo sao: o sucesso da aceitacao do aloenxerto
transplantado (BIELDRON et al., 2015), a implantacdo do embrido no inicio da
gestacdo (CLARK et al., 2013), evolugdo clinica de doengas autoimune e
inflamatdrias cuja progressao ocorre de maneira mais lenta quando comparada com
pacientes com baixos niveis de expressdo de HLA-G (MURDACA et al., 2016,
ZAHEDNASAB et al., 2016 ). De modo contrario, os prejuizos acarretados pela
regulagdo positiva do HLA-G sao descritos na infecgdo viral do virus da
imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) (VIGANO et al., 2017), virus da hepatite C
(VHC) (AMIOT et al., 2014), infecgao bacteriana por Helicobacter pylori (SOUZA et
al., 2016) e, em diferentes nives de expressao em doengas cancerigenas tais como
como glioblastoma, mieloma multiplo, carcinoma de ovario, leucemia linfocitica e
pulmao (PISTOIA et al., 2007).

1.5.As moléculas imunorregulatorias (HLA-G e Galectina-1) e a doenca
autoimune DM1.

A Gal-1 e o HLA-G desempenham papéis importantes na modulagao do
sistema imune conferindo tolerancia imunoldgica (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, sdo escassas as
informacgdes sobre a presenca e/ou fungdo de Gal-1 e do HLA-G no processo de

modulagao da resposta imune no desenvolvimento do DM1 humano e experimental.
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Dados da literatura mostram que células dendriticas obtidas de
camundongos diabéticos “Non-Obese Diabetic - NOD” e transgénicas 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 estagios subclinicos do DM1, ocorreu
uma delecao 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
soluvel previne a instalagdo da hiperglicemia, impede a invasdao das ilhotas
pancreaticas por células Th1 anti-células B e aumenta a porcentagem de células T
secretoras de IL-1, IL-5 e IL-10 no pancreas (PERONE et al., 2009). De modo
interessante, a administracdo de Gal-1 exdgena foi também capaz reverter a
autoimunidade para células B 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 regulatérias mediado por Gal-1 (WU et al.,, 2011). O mecanismo dessa
resisténcia pode estar associado a redugédo da expressdo de um ligante para esta
lectina, o gangliosideo GM1, nas superficies de células T especificas para antigenos
de células g (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 especificas para células 3.
Assim, desta forma, a Gal-1 poderia cooperar para a restauracao da tolerancia a
antigenos proprios destas células em pacientes com DM1. Curiosamente, mondcitos
do sangue periférico de pacientes com DM1, estimulados ou ndo, secretam baixos
niveis de Gal-1 em comparagdo com células de individuos sadios (GOMEZ-
TOURINO et al., 2011). Segundo estes pesquisadores esta baixa capacidade de
sintese da molécula imunoreguladora Gal-1 pode auxiliar na manutencdo de um

cenario de inflagdo autoimune em pacientes com DM1.

Em relacdo ao HLA-G foi descrito a associagao de polimorfismos na regido

3'UTR aumentar as taxas de risco ao DM1. Cita-se os gendétipos del/del ou del/ins
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presente no polimorfismo 14pb insercédo/delecdo, o polimorfismo de base unica
(“Single Nucleotide Polymorphism — SNP”). Ainda, o alelo +3001 T presente
exclusivamente em pacientes DM1, o qual em desequilibrio de ligagdo como o
gendtipo +3010 CC e o haplétipo 14pb DEL / + 3001C / + 3003T / + 3010C / +
3027C / + 3035C / + 3142G / + 3187A / + 3196C , conferiram baixa e moderada
expressao do HLA-G nos pacientes DM1 avaliados (ALBUQUERQUE et al.,2016).

Montanucii e colaboradores, 2012, ao avaliarem os efeitos do padrdo de
resposta Th17 e de células Treg de células PBMCs oriundas de pacientes DM1 e de
individuos saudaveis quando submetidas ao tratamento com IFN-y ou com células-
tronco mesenquimais derivadas de Sangue de Corddao Umbilical envolvidas em
microcapsulas imunes (CPS-hUCMS), observaram o aumento da expressao de
transcritos e de proteina do HLA-G5 quando PBMCs foram co-cultivadas com CPS-
hUCMS. A expressdo do HLA-GS foi superior nas PBMCs de individuos saudaveis
do que nos pacientes DM1. No entanto, o desencadeamento da expressao de HLA-
G5 sugere a correlagdo do mesmo na atividade imunossupressora do DM1, a qual
reduz a agao de células Th1 efetoras, favorece a expansdao de Treg e assim,
promove o reequilibrio da razdo células T efetoras / células Treg no contexto do
DM1. Quanto as células Th17, os autores ndo encontraram associacdo de indugao

do HLA-G pelas CPS-UCMS favorecendo a expressao dessas ceélulas.

Portanto, o desequilibrio na resposta imunoldgica associado a atividade de
células T (CD4 e/ou CD8) autoreativas com padrao imunofenotipico relacionado a
uma resposta proinflamatéria contribui para destruicado de células  pancreaticas,
com consequente insulite. Logo, no presente trabalho buscamos investigar a
potencial participagdo de duas moléculas imunoregulatérias enddégenas, GAL-1 e

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

O presente trabalho trouxe a descricdo do procedimento de obtencédo da
isoforma soluvel de HLA-G6 o que permite a aplicabilidade desta para melhor
compreensao estrutural, bioquimica e funcional desta isoforma, incluindo, o uso em
ensaios terapéuticos em modelos inflamatorios.

Portanto, o conjunto de resultados sugere que possa ocorrer uma regulagao
positiva da expressédo de transcritos do HLA-G em pacientes com DM1 e que a
presenca de GAL-1 enddgena 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 aprovacdo do Comité de Etica no uso de animais da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao Preto.

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO T
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto A )

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Participacdo do antigeno leucocitario
humano-G (HLA-G) e da Galectina-1 (GAL-1) na ﬁsiopatolqgia do diabetes mellitus tipo 17,
protocolo n? 15.1.636.60.2, sob a responsabilidade de Flavia Porto Peld e Marcelo Dias
Baruffique envolve manuteng@o e utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto 2 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
(CONCEA), e foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (CEUA FCFRP) ad referendum em 30/09/2015.

Vii‘fgjc;?o“ 20/09/2015 a 20/09/2016
Espécie/Linhagem Camundongo isogénico BALB/C Gallus gallus domesticus
N2 de animais 06 03
Peso 20-25g 1,4-16kg
Sexo Fémea Fémea
Origem Biotério da FCFRP-USP c'iad°uailg§§?222:ii:s;wv da

Ribeirdo Preto, 30 de setembro de 2015.

7]

A "
Profa. Dra.z\a/Patrici Yatsuda Natsui

Presidente da CEUA-FCFRP

Avenida do Cafe S/N: - Monte Alegre — CEP 14040-903 - Ribeirao Preto — SP
Comissdo de Etica no Uso de Animais — ceua@fcfrp.usp.br
Fone: (16) 3315-8559 - Fax; (16) 33152-4892
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ANEXO 02: Documento de aprovagdo do Comité de Etica no uso de animais da
Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto.
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ANEXO 03: Predicdo da estrutura complexa do rhHLA-Gproteina-proteina por
rearranjo multimérico a partir da sequéncia da proteina recombinante.

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3

Modelo 4 Modelo 5

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