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RESUMO 

 

Sá CSRM. Estudo da participação dos receptores do tipo Toll-2 e Toll-4 e da molécula 
adaptadora MyD88 no desenvolvimento do diabetes autoimune experimental. 
[dissertação (Mestrado em Imunologia)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo; 2013. 
 
O diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) é uma doença autoimune caracterizada pela 
destruição das células beta pancreáticas. Durante o desenvolvimento de DMT1, 
macrófagos e linfócitos Th1 ativados secretam citocinas como IFN-γ, IL-1β, e TNF-α, que 
participam do processo inflamatório desencadeado na ilhota pancreática. Nos últimos 
anos, a participação de receptores do tipo Toll (TLRs) no desenvolvimento desta doença 
tem sido demonstrada, porém os mecanismos envolvidos neste processo ainda não 
foram totalmente elucidados. Neste projeto avaliamos o papel dos receptores da 
imunidade inata TLR-2 e TLR-4 e da molécula adaptadora MyD88 no desenvolvimento 
do DMT1 experimental induzido por múltiplas doses de estreptozotocina (MLD-STZ). A 
indução de DMT1 experimental foi realizada pela administração intraperitoneal de STZ 
(5 doses diárias consecutivas de 40 mg/kg) em camundongos C57BL/6 selvagem (WT), 
TLR-2, TLR-4 e MyD88 geneticamente deficientes (KO). O peso e a glicemia foram 
monitorados duas vezes por semana durante 21 dias. Após a eutanásia dos animais, a 
análise histológica do pâncreas foi realizada para quantificação do número de ilhotas, 
infiltrado celular inflamatório e expressão de Bcl-2, bax e caspase-3 clivada. O baço e 
linfonodos peri-pancreáticos foram analisados por citometria de fluxo para determinar a 
frequência de células T CD4+, CD8+, CD4+CD25+Foxp3+ (T reguladoras) e macrófagos. 
Testes estatísticos específicos foram aplicados e consideramos p<0,05 como tendo 
significância estatística. Foi observada uma maior severidade do DMT1 em animais TLR-
2 KO, com maior glicemia e acentuada perda de peso quando comparado ao grupo WT. 
Além disso, maior infiltrado celular inflamatório, aumento da expressão de caspase-3 e 
diminuição no número de ilhotas foram observados no grupo de animais TLR-2 KO 
comparado ao grupo WT, sugerindo uma maior destruição das células β pancreáticas. De 
forma interessante, uma diminuição significante na frequência de células T reguladoras 
foi verificada no baço dos animais TLR-2 KO diabéticos quando comparados ao grupo 
WT. Estudos preliminares em ilhotas isoladas dos animais mostraram uma maior 
produção de óxido nítrico nos animais TLR-2 KO comparado ao WT. A deficiência do 
receptor TLR-2 resultou no desenvolvimento precoce e exacerbado do DMT1 
experimental, sugerindo um importante papel para esse receptor da imunidade inata na 
modulação da resposta imune desenvolvida nesta doença.  

Palavras-chave: Inflamação. TLR. Diabetes autoimune experimental.  



ABSTRACT 

 

Sá CSRM. The role of TLR-2, TLR-4 and MyD88 in the development of experimental 
autoimmune diabetes. [Masters theses (Immunology)]. São Paulo: Instituto de Ciências 
Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2013. 
 
Autoimmune type 1 diabetes (T1D) is an autoimmune disease characterized by 
pancreatic beta cell destruction. During T1D development, several cytokines produced by 
activated macrophages and Th1 lymphocytes such as IFN-γ, IL-1β and TNF-α, have a 
role in the autoimmune inflammatory process in the pancreatic islet. Recently, the role 
of Toll-like receptors (TLRs) has been demonstrated in this disease; however the 
mechanisms involved in this process have not yet been fully explained. In this study, we 
evaluated the role of TLR-2, TLR-4 and MyD88 adaptor molecule in the development of 
experimental autoimmune diabetes induced by multiple low-doses of streptozotocin 
(STZ). Experimental autoimmune diabetes was induced by intraperitoneal 
administration of STZ (5 consecutive daily doses of 40 mg/kg) in C57BL/6 wild type 
(WT), TLR-2 KO, TLR-4 KO and MyD 88 KO mice. Body weight and glucose levels were 
monitored twice a week for 21 days. Histological analysis of the pancreas was performed 
to quantify the number of islets, inflammatory cellular infiltrate and 
immunohistochemistry for bcl-2, bax and caspase-3. The frequency of CD4+ cells, CD8+ 
cells, CD4+CD25+Foxp3+ (regulatory T cells) and macrophages (F4/80) in spleen and 
pancreatic lymph nodes were determined by flow cytometry. Interestingly, a more severe 
disease has been developed in diabetic TLR-2 KO mice, since higher blood glucose levels 
and a severe weight loss could be observed in these mice compared to WT group. 
Furthermore, both an increased inflammatory cellular infiltrate and caspase-3 
expression could be detected in the pancreatic islets of diabetic TLR-2 KO group 
compared to the WT group, suggesting a greater destruction of β pancreatic cells. 
Interestingly, a significant decrease in the frequency of regulatory T cells was observed 
in the spleen of diabetic TLR-2 KO animals compared to the WT group 21 days after the 
first dose of STZ. Hence, TLR-2 receptor deficiency resulted in exacerbated development 
of experimental autoimmune diabetes, thereby suggesting an important role for this 
receptor of innate immunity in the modulation of the immune response developed in 
this disease.  
 
Keywords: Inflammation. TLR. Experimental autoimmune diabetes.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Diabetes Mellitus  

 

Diabetes Mellitus (DM) é um distúrbio autoimune (1, 2) crônico que abrange o 

metabolismo de carboidratos, lipídeos e proteínas. Ele se desenvolve no pâncreas.  O 

pâncreas é constituído principalmente por dois tipos de tecidos: endócrino e exócrino. O 

tecido exócrino é constituído por ácinos cuja função é a secreção de suco digestivo no 

duodeno. O tecido endócrino descoberto em 1869 por Paul Langherans, também 

conhecido por ilhotas de Langherans, secreta insulina e glucagon diretamente no 

sangue. As ilhotas são constituídas por 4 tipos de células: α, β, δ e PP. As células α são 

produtoras de glucagon. As células β constituem a maior percentagem das células da 

ilhota, e são produtoras de insulina e amilina. As células δ produzem somatostatina e as 

células PP são secretoras de polipeptídio pancreático. O pâncreas é então considerado 

uma glândula anfícrina associada ao sistema digestório por produzir hormônios 

(insulina e glucagon) e enzimas importantes para a digestão de lipídeos, proteínas e 

carboidratos. A secreção defeituosa ou deficiente de insulina resulta na utilização 

inadequada de carboidratos que pode levar a hiperglicemia e ao desenvolvimento do 

diabetes (3, 4).  

Diabete Mellitus do tipo I (DMT1) se desenvolve como consequência da 

destruição das células β nas ilhotas pancreáticas causando uma deficiência grave ou a 

ausência absoluta de insulina. A destruição das células β geralmente é devido à 

autoimunidade, associada à susceptibilidade genética e/ou agressão ambiental (3). O 

DMT1 é mais freqüente na infância e costuma manifestar-se geralmente abaixo dos 30 

anos de idade, concentrando-se no período escolar e na adolescência (5). 

No Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2) ocorre redução da sensibilidade à insulina, e, 

consequentemente, ocorrem distúrbios no armazenamento de carboidratos e elevação da 

glicemia. Na tentativa de controlar essa hiperglicemia, o pâncreas aumenta cada vez 

mais a produção de insulina. O DMT2 é muitas vezes acompanhado de obesidade e 

síndrome metabólica (4). Esta doença é mais observada em adultos e a sua frequência 

tem crescido entre crianças obesas (5). 
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1.2 Fisiopatogenia do DM  

 

Em alguns casos, o DM precede algumas doenças que acarretam na destruição de 

ilhotas pancreáticas como, por exemplo: pancreatite, tumores ou doenças genéticas; ou 

pode surgir também secundariamente ao uso de certos fármacos, ao excesso de ferro, a 

certas cirurgias e a endocrinopatias. O DMT2 pode ser relacionado também a fatores ou 

doenças como a síndrome de ovário policístico e a formação excessiva de glicocorticóides 

(4). 

Em relação ao ambiente natural, alguns estudos demonstraram que a baixa 

densidade populacional e o ambiente rural estão associados a0 menor aparecimento de 

diabetes (6). Paralelamente, as infecções por vírus de sarampo, citomegalovírus, rubéola, 

mononucleose infecciosa, caxumba e vírus coxsackie também podem elevar o risco de 

desenvolvimento do DM, por ocasionar lesões teciduais ou por induzir tropismo às 

células β pancreáticas. Em alguns casos, pode ocorrer mimetismo molecular, ou seja, 

podem existir proteínas virais que apresentam sequencias de aminoácidos semelhantes a 

proteínas das células β, induzindo ativação de células imunes capazes de desencadear 

respostas contra essas proteínas, levando a uma destruição das células β de ilhotas de 

Langherans (7 , 8, 9.). Em adição, toxinas químicas como a estreptozotocina, aloxana, 

pentamidina  e vacor (raticida) causam destruição direta ou indireta das células β. Esta 

destruição indireta ocorre através de ativação autoimune capaz de destruir estas células 

levando ao desenvolvimento do DMT1 (10, 1, 3).   

O DMT2 está intimamente associado a obesidade, excesso de adiposidade 

visceral, excesso de glicocorticóides ou de hormônios de crescimento (acromegalia), 

gestação e  doença de ovário policístico. Em adição, está também ligado à presença de 

auto-anticorpos direcionados ao receptor de insulina, mutações do receptor de insulina, 

mutações que cursam com obesidade genética e lipodistrofia genética e às algumas 

doenças hereditárias (causadoras de acúmulo de ferro no tecido) (4, 11.). Por fim, de 

acordo com alguns estudos, a ativação crônica do sistema imune acompanhado de 

aumento de marcadores de inflamação (IL-6 e proteína C reativa) foi altamente 

associada ao desenvolvimento do DMT2 na população americana (12, 13). 
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 1.3. Consequências do DM   

 

O DM em humanos pode apresentar complicações como: nefropatia, retinopatia, 

doenças cardiovasculares, neuropatias, entre outras (14). O processo inflamatório 

desencadeado no DM contribui significantemente  para o aumento na expressão de 

moléculas de adesão e extravasamento sanguíneo na retina causando perda de visão ou 

até cegueira (15, 16, 17). Por outro lado, são observados formação e depósito de 

imunocomplexos, produção de quimiocinas e migração de células inflamatórias em 

nefropatias de pacientes com DMT1 e DMT2 (18, 19, 20). Alguns autores estudaram os 

mecanismos envolvidos com as complicações do DM. Um dos mecanismos observados, 

foi a alta produção de AGEs (advanced glycation end-products) associada a 

hiperglicemia. Os AGEs causam alterações qualitativas e quantitativas nos compostos da 

matriz extracelular (colágeno V, laminina e vitronectina), podendo alterar a proliferação 

celular. Adicionalmente, os AGEs induzem alterações que afetam a adesão, o 

crescimento e função celular, principalmente de macrófagos e monócitos, por 

interagirem com receptores específicos, tendo efeito pró-oxidante/inflamatório nos 

diabéticos (21, 22). A hiperglicemia observada no DM, segundo alguns estudos, está 

diretamente relacionada a complicações macrovasculares, como doenças coronarianas 

(23-25), por estimular a ativação de plaquetas e o aumento de expressão de integrinas. 

Uma vez ativadas, as plaquetas irão expressar moléculas de ativação, entre elas, P-

selectinas e CD40L. De fato, pacientes diabéticos apresentam elevada expressão de 

glicoproteínas (GP) Ib e GP IIB/IIIa, que medeiam a ligação do fator de Von Willebrand 

ao complexo plaqueta-fibrinogênio (26-28). 

Segundo Serbedžija et al. a hiperglicemia severa associada à diminuição de 

insulina e do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) está relacionada a atrofia 

cerebral e ao comprometimento de atividades cognitivas nos pacientes diabéticos (29). 

Outros autores têm demonstrado a existência de menor massa óssea nos esqueleto axial 

e apendicular como consequência do diabetes (30, 31).  
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1.4 Epidemiologia do DMT1 

 

O DMT1 é um importante problema de saúde pública mundial, onde o número de 

pacientes com DM (tipo I ou tipo II), segundo a Federação Internacional de Diabetes 

(FID), é estimado em aproximadamente 371 milhões de pessoas (Tabela 1). Além disso, 

no ano de 2025, conforme estimativas da FID, este número de pessoas deverá aumentar 

para 380 milhões. A incidência mundial de DM é muito variável, podendo atingir valores 

como 36 casos/100.000 indivíduos em países/cidades como Finlândia e Sardenha (32). 

Ademais, metade de toda a população diabética não é diagnosticada. No caso do DMTI, 

estima-se um aumento anual de 3,2% no número de casos, principalmente entre 

crianças e adolescentes (33). Nos Estados Unidos, estima-se que 20 milhões de pacientes 

sejam diabéticos (7% da população), sendo que 5-10% dos casos correspondem ao 

DMTI, segundo informações do CDC (“Center for Disease Control and Prevention”) (5, 

34). No Brasil, segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes, no ano de 2005, o número 

estimado de pacientes com DM (tipo I e tipo II) foi de 8 milhões de casos. Além disso, a 

prevalência anual de DMTI no país é de aproximadamente 8 pacientes a cada 100 mil 

indivíduos (35). 
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Tabela 1- Epidemiologia do desenvolvimento do diabetes segundo a Federação   
 Internacional do Diabetes, 2012 (Adaptado da referência 35).  

Continentes Nº de 

pacientes 

diabéticos 

% de  pacientes 

não diagnosticado 

% de prevalência 

do diabetes 

Observação 

América do Norte e 

Caribe 

38 milhões 29,2 10,5 1 em cada 10 

adulto é diabético 

Centro e Sul de 

América 

26 milhões 45,5 9,2 1 em cada 11 

adulto é diabético 

 Médio Leste da Ásia e 

Norte de África 

34 milhões 52,9 10,9 1 em cada 9 

adulto é diabético 

Centro e Sul da África 15 milhões 81,2 4,3 Alta taxa de 

mortalidade por 

diabetes 

Europa  55 milhões 38,6 6,7 21,2 milhões de 

pessoas são 

diabéticos, mas  

não sabem. 

Sudeste da Ásia 70 milhões 51,1 8,7 Em cada 5, 1 

pessoa não é 

diagnosticada; 

em cada 4 

mortes, 1 é por 

DM.  

Oeste Pacífico  132 milhões 57,9 8  1 em cada 3 

adultos é 

diabético; as 

Ilhas Pacíficas é o 

6º país entre os 

10 países de 

maior 

prevalência do 

DM.  

 

Segundo dados de 2012, foram gastos mais de 471 bilhões de dólares americanos 

com cuidados de saúde a diabéticos. Os dados de 2005 mostraram que o número de 

óbitos devido o DM atingiu 6% do total de mortes no mundo, associado principalmente a 

doenças cardiovasculares (50% dos casos) (36). Em 2012, 4.8 milhões de pessoas 

morreram em conseqüência direta ou indireta do DM no mundo (37).   
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1.5 O papel da resposta imune no DMT1 

 

O DMTI é uma doença ocasionada por resposta autoimune com um perfil de 

ativação de células T CD4+ do tipo Th1. Durante o desenvolvimento da doença, ocorre a 

infiltração de células T CD4+, CD8+, linfócitos B e macrófagos, que resulta num processo 

inflamatório denominado insulite (38, 39). Macrófagos e células dendríticas (DCs) são as 

primeiras células a infiltrar as ilhotas, e têm papel crucial na migração e diferenciação de 

linfócitos T. DCs podem iniciar e regular a resposta imune, sendo capazes de exacerbar 

ou inibir a inflamação e a autoimunidade. Estudos em humanos e animais sugerem que 

DCs estejam envolvidas no desencadeamento do DM autoimune. Elas foram 

encontradas na proximidade de células β do pâncreas de pacientes diabéticos e em 

camundongos NOD após a insulite. De acordo, DCs mielóides seriam as relacionadas à 

indução da doença em camundongos NOD (40). 

Linfócitos T CD4+ e CD8+ participam da patogênese reagindo principalmente 

contra auto-antígenos expressos nas células β do pâncreas causando a lise destas células 

ou induzindo a apoptose por meio da ação de citocinas ou moléculas como perforinas e 

granzimas (41, 42). Linfócitos T CD4+, após a diferenciação para Th1, produzem 

citocinas como interleucina-1β (IL-1β), interferon-gama (IFN-y) e fator de necrose 

tumoral (TNF), que induzem a apoptose das células β pancreáticas (42). A ativação dos 

linfócitos T CD4+ auto-reativos requer a apresentação de auto-antígenos através de 

moléculas MHC de classe II. Em condições normais, as células β não expressam 

moléculas de MHC classe II (43). Contudo, no processo autoimune, auto-antígenos 

provenientes de células β são apresentados por células apresentadoras de antígeno 

(APCs) a células T näive auto-reativas nos linfonodos pancreáticos. Paralelamente, no 

endotélio de alguns vasos nas ilhotas também ocorre um aumento da expressão de 

moléculas de adesão proporcionando, por fim, a infiltração mononuclear. 

Durante a patogênese do DMT1, o reconhecimento de auto-antígenos na 

superfície de células β através da expressão de MHC classe I ativa a indução de apoptose 

às mesmas por células T CD8+. Já a apresentação de antígenos por APCs (via MHC 

classe II) a células T CD4+ na proximidade das ilhotas resulta na destruição de células β 

via a liberação de citocinas e mediadores solúveis de morte celular produzidas por 

linfócitos T e radicais livres produzidos por macrófagos (44). Citocinas como TNF e IFN-
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γ induzem nas células β a expressão de moléculas de adesão-1 (ICAM-1) e moléculas 

como o antígeno associado à função linfocitária (LFA-1).  Já a citocina IL-1β, por sua vez, 

induz a expressão da enzima oxido nítrico sintase, ativando a síntese de oxido nítrico 

(NO) e radicais livres de oxigênio, causando assim a morte celular (45).  

Além da imunidade celular, pacientes diabéticos também podem produzir auto-

anticorpos específicos ou relacionados à doença, como por exemplo, anticorpos anti-

insulina, anti-antígeno 2 do insulinoma (anti-IA2) e anti-descarboxilase ácida glutâmica 

(anti-GAD65) (58). Auto-anticorpos podem ativar a resposta imune através do sistema 

complemento ou, por meio de opsonização potencializando a apresentação de auto-

antígenos por APCs. Estes anticorpos são encontrados em maior quantidade 

principalmente em crianças do sexo masculino, sendo menos freqüentes em adultos 

(47). Entre adolescentes é comum observar anticorpos anti-IA2, um indicador de 

progressão rápida da doença. Além disso, o anti-GAD65 pode persistir após o pico da 

doença e está associado ao DMT1 e outras doenças de natureza auto-imune (48).  

 

1.6 Receptores do tipo Toll (TLRs) e o DMT1  

 

O envolvimento dos TLRs na imunidade inata foi descrito inicialmente em 

moscas do gênero Drosophila em 1990, sendo depois identificado em mamíferos um 

homólogo deste receptor (49). Esta família consiste de 10 tipos diferentes de receptores 

em humanos e 13 em camundongos, sendo 9 destes receptores mais descritos na 

literatura. Os TLRs encontram-se localizados na superfície celular (TLR-1, 2, 4, 5 e 6) e 

no meio intracelular (TLR-3, 7, 8 e 9) (50). Estes receptores são considerados sensores 

da imunidade inata sendo encontrados principalmente na superfície de DCs e 

macrófagos podendo reconhecer uma infinidade de moléculas como lipopolissacarídeo 

(LPS), lipoproteínas, flagelina, proteínas de fungos, glicolipídeo de parasitos e ácidos 

nucléicos virais, entre outros (51 - 53). Além disso, ligantes endógenos também são 

capazes de promover a liberação de citocinas pró-inflamatórias por monócitos e 

macrófagos, através da via de sinalização dos TLRs (54). A ativação destes receptores 

pode levar à ativação de diferentes cascatas intracelulares que resultam na produção de 

citocinas pró-inflamatórias, no aumento da capacidade fagocítica a patógenos e na 

expressão de moléculas co-estimuladoras em APCs (52, 53).  
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O primeiro membro da família dos TLRs identificado em mamíferos foi o TLR-4, 

na membrana plasmática de macrófagos em 1998, estando envolvido no reconhecimento 

de LPS, um importante componente da parede celular de bactérias gram-negativas (51). 

Com  o reconhecimento do LPS pelo TLR-4, inicia-se uma cascata de sinalização 

intracelular por meio da molécula adaptadora Myd88 resultando na ativação do fator 

nuclear kappa B (NF-kB) e promovendo a expressão de citocinas pró-inflamatórias (55). 

A estimulação do TLR-4 também induz uma outra cascata de sinalização por meio da 

molécula adaptadora TRIF resultando na produção do IFN-β (56).  

Com a estimulação do TLR-2, é ativado uma cascata de sinalização através de 

MyD88 resultando em ativação do NF-kB e produção de citocinas pró-inflamatórias (IL-

1β, TNF e IL-6) e/ou anti-inflamatória (IL-10, TGF-β) (57-59). Inicialmente, o TLR-2 foi 

relacionado com o reconhecimento de LPS, e pesquisas posteriores concluíram que este 

receptor poderia reconhecer uma variedade maior de componentes microbianos, 

cooperando com outros TLRs como, por exemplo, TLR-1 e TLR-6, induzindo a produção 

de TNF (60). Por fim, tanto TLR-2 como TLR-4 estão presentes nas APCs e após sua 

ativação podem induzir a proliferação de células T CD4+ (61). 

A sinalização por TLRs em APCs, de acordo com o ligante, pode levar a um 

balanço entre uma resposta do tipo Th1/Th2 proporcionado assim, diferente respostas 

imunes em animais diabéticos. Estudos mostram que LPS de Escherichia coli é capaz de 

ativar TLR-4 em DCs resultando na produção de IL-12 com a estimulação de linfócitos T 

CD4+ do tipo Th1 e ativação de células T citotóxicas. Já zimozan, um agonista de TLR-2, 

pode ativar DCs, estimulando a produção de IL-10 e uma resposta do tipo Th2 (62). 

Corroborando estes dados, estudos por Wenink et al. (2009) mostraram que TLR-2 pode 

inibir a produção de citocinas pró-inflamatórias induzida por TLR-4 e TLR-7/8 (IL-

12p70) em DCs humanas. Além disso, esta também pode ativar fosfatidilinositol-3 

quinase (PI3K) que inibe a produção de TNF, aumentando a resposta imune de perfil 

Th2 e TH17 (63).  

Estudos em modelos experimentais mostraram uma possível conexão entre TLRs 

e o desenvolvimento de DMT1. De forma interessante, Wen et al. (2008) mostraram que 

camundongos NOD, deficientes para molécula adaptadora Myd88 (Myd88 KO), quando 

mantidos em ambiente livre de patógenos (germ-free) desenvolveram DMT1 de forma 

acentuada. Entretanto, quando estes foram mantidos em condições livres de patógenos 
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específicos (SPF, do inglês Specific Pathogen Free), os mesmos não desenvolveram a 

doença, mostrando a importância da interação da microbiota com o sistema imune inato 

à predisposição ao DMT1 (64). 

O tratamento simultâneo com agonistas de TLR-4 e TLR-3 foi descrito a 

estimular a produção de citocinas imunossupressoras como IL-10, TGF-β e a expansão 

de células T reguladoras (Treg), em experimentos in vivo e in vitro, além de suprimir o 

desenvolvimento de diabetes autoimune e asma em camundongos NOD (65). Em 

concordância, estudos também têm relacionado o aumento da expressão de TLR-2 e -4 e 

ativação de vias de sinalização referentes a TLRs no DMT1 (64). Recentemente mostrou-

se que o receptor TLR-2 pode tanto exacerbar ou como prevenir o início da DMT1, 

iniciando uma resposta imune “equilibrada” incluindo tanto componentes pró-

inflamatórios como antiinflamatórios. Assim, agonistas de TLR-2 tem o potencial de 

induzir citocinas supressoras e aumentar a funcionalidade de células Treg. A exposição 

de APCs de camundongos NOD ao zimozan resultou na liberação de IL-10, TGFβ-1, IL-2 

e TNF. O tratamento de camundongos pré ou hiperglicêmicos com zimozan resultou 

ainda na supressão da insulite acompanhado de um atraso significante no 

desenvolvimento da doença. Os linfócitos T destes camundongos tratados apresentaram 

uma capacidade reduzida de induzir diabetes em camundongos NOD-Scid. O tratamento 

ainda foi associado a um aumento da função supressora de células Treg (57). 

Em outro estudo, foi mostrado que a sinalização promovida pelo TLR-2 pode 

induzir em DCs do baço a metabolização do ácido retinóico pela enzima retinaldeído 

desidrogenase tipo 2 e interleucina-10 (IL-10). O ácido retinóico por sua vez age nas DCs 

induzindo a supressão da expressão de Socs-3 (proteína supressora sinalizadora-3), 

suprimindo a secreção de citocinas pró-inflamatórias (58). De acordo com esses 

resultados, a sinalização via TLR-2 pode induzir células Treg e suprimir células Th17, 

sendo um importante mecanismo de supressão de autoimunidade. 

As células β do pâncreas expressam os receptores TLR-2, TLR-4, CD14 e a 

molécula MD-2. Ensaios, in vitro, utilizando estas células demonstram que o LPS pode 

regular a secreção de insulina de modo glicose-dependente e induzir a produção de 

citocinas pró-inflamatórias como IL-1β, IL-6 e TNF (66). Além disso, as células β 

também podem se adaptar a situações endotóxicas e inflamatórias que ocorrem durante 

o diabetes. As ilhotas pancreáticas expressam  TLR-2, -3, -4 e -9 e em contato com os 
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ligantes a expressão de TLR-2 e -4 é aumentada (67). Paroni et al. (2009) identificaram 

o TLR-4 como sendo o receptor de CXC10 (quimiocina de linfócitos Th1) e sinalizador de 

apoptose nas células β.  Neste estudo, também mostraram que CXC10 por meio de 

MyD88, ativa a proteína fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K) e serina/treonina quinase 

(AKT) levando a apoptose celular (68). 

Em humanos, verificou-se um aumento na expressão de TLR-2 e TLR-4 nos 

monócitos de pacientes DMTI. Além disso, um aumento nos níveis de ligantes para TLRs 

na circulação sanguínea como endotoxina, Hsp60 (do inglês, heat-shock protein 60) e 

HMGB1 ( do inglês, high-mobility group box 1) foi observado (54). Foi verificado 

também nestes pacientes um aumento na expressão de MyD88, Trif, NF-kB, IRAK e 

receptor de IL-1, componentes da via de sinalização de TLR-2 e -4, resultando na 

produção elevada das citocinas pró-inflamatórias IL-1β, TNF e IL-6 (59).  

O fator de transcrição NF-kB, pertencente à cascata de sinalização dos TLRs, pode 

ser um ativador de apoptose em células β. Em camundongos transgênicos que 

expressam a proteína inibidora específica deste fator de transcrição, as células β 

mostraram-se resistentes in vitro a efeitos deletérios de IL-1β e IFN-γ, verificado por 

uma reduzida produção de NO e apoptose nas ilhotas pancreáticas. Nestes animais, no 

modelo de DMT1 induzido por múltiplas doses de estreptozotocina (MLD-STZ), 

observou-se ainda uma proteção das ilhotas pancreáticas e uma significante redução do 

infiltrado celular mononuclear (69). Estes resultados indicam portanto que a resposta 

inflamatória iniciada pela sinalização por TLRs pode estar envolvida no mecanismo de 

apoptose das células β no DMT1. 

Um modelo experimental muito utilizado para o estudo do DMT1 consiste na 

administração de múltiplas doses de estreptozotocina (5 doses de 40mg/kg 

administradas intraperitonealmente)(MLD-STZ) em camundongos C57BL/6 (10, 1). A 

estreptozotocina se liga no transportador de glicose, Glut 2, impedindo a entrada de 

glicose e destrói o DNA das células β pancreáticas, resultando na morte das mesmas (70, 

71)(Figura 1). Neste modelo, os macrófagos são as primeiras células que infiltram as 

ilhotas pancreáticas e citocinas como IFN-γ, IL-1β, TNF e IL-6 estão envolvidas no 

desenvolvimento do processo inflamatório. A doença é induzida por linfócitos T CD4+ 

de perfil Th1 que secretam moléculas efetoras solúveis que ativam  macrófagos 

promovendo a destruição das células β (1). Além disso, a indução de apoptose nas células 
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β também está relacionada à ação do radical livre NO e espécies reativas de oxigênio 

(ROS) (68). 

 

Figura 1- Representação esquemática do efeito da estreptozotocina nas células β  
pancreáticas.  

Representação esquemática do efeito da estreptozotocina nas células β pancreáticas. (Figura adaptada de: 

commons.wikimedia.org e nature.com) (70, 71).  

 

Diante as atuais descobertas descritas anterioremente, propomos, neste trabalho, 

que os receptores do tipo TLR-2 e -4 e a molécula adaptadora MyD88 participem 

ativamente do processo de insulite, orquestrando os eventos iniciais, determinantes para 

a destruição de ilhotas β pancreáticas. Para elucidar esta hipótese, trabalhamos com um 

modelo clássico de DMT1 experimental e avaliamos sua patogênese em animais 

geneticamente modificados para as vias citadas. 
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2 OBJETIVO GERAL 

 

Investigar a participação dos receptores da imunidade inata TLR-2 e TLR-4 e da 

proteína adaptadora MyD88 no desenvolvimento do diabetes auto-imune experimental. 

 

2.1 Objetivos específicos 

 

Utilizando o modelo de DMT1 experimental em animais WT e TLR-2, -4 e MyD88 

KO, estudamos: 

 a) O fenótipo clínico do diabetes ao longo de 21 dias; 

 b) O processo inflamatório (citocinas e perfil celular) sistêmico, local e 

periférico após a indução do diabetes; e 

 c) As vias apoptóticas envolvidas neste modelo. 

 

Uma vez mostrada uma diferença na susceptibilidade ao DM nos animais geneticamente 

modificados, reproduzimos in vitro a lesão celular no intuito de:  

 a) Avaliar a sensibilidade ou resistência de células β pancreáticas isoladas 

de animais WT e TLR-2, -4 e MyD88 KO a morte celular após ativação celular.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

 

No desenvolvimento do projeto foram utilizados camundongos C57BL/6 obtidos 

do Biotério de Camundongos Isogênicos da USP e KO obtidos do Biotério da 

Universidade Federal de São Paulo (CEDEME). Foram utilizados camundongos WT, 

TLR2 KO, TLR4 KO e MyD88 KO de idade variável entre 9-12 semanas. Antes e após os 

procedimentos cirúrgicos, os camundongos foram acondicionados em micro isoladoras 

coletivos, contendo no máximo cinco animais, supridos de água e alimento autoclavados 

ad libitum. Estes animais foram submetidos a ciclo artificial claro/escuro de 12 horas e 

com uma temperatura ambiente constante de 22 ºC. O projeto foi submetido e aprovado 

pelo comitê de ética do ICB, USP (Nº110/2011). 

 

3.2 Indução de DMT1 experimental  

 

 Para indução do DM autoimune experimental foi utilizado o protocolo de 

múltiplas doses de estreptozotocina (MLD-STZ) conforme descrito por Karabatas et al. 

(2005) (107). Nos camundongos C57BL/6, TLR2 KO, TLR4 KO e MyD88 KO foram 

injetados por via  intraperitoneal 40 mg/kg de estreptozotocina (Sant Louis, Missouri, 

USA), durante 5 dias consecutivos, dissolvida em tampão citrato (0,1 mol/L citrato de 

sódio; 0,1 mol/L ácido cítrico; pH= 4,5) após 6 h de jejum. Para o acompanhamento da 

doença, o peso e a glicemia foram monitorados duas vezes por semana durante 21 dias. 

Os animais considerados diabéticos apresentaram duas vezes consecutivos uma glicemia 

maior do que 200 mg/dL. 

 

3.3 Teste de tolerância à glicose 

 

 Após 8-12 horas de jejum, foi realizado o teste de tolerância a glicose (TTG) nos 

animais diabéticos e controle (normoglicêmicos). A solução de glicose foi administrada 

na cavidade peritoneal na concentração de 1,5 mg/g de massa corporal. A glicemia foi 

monitorada antes da injeção de glicose (tempo 0) e 15, 30, 60, 90 e 120 minutos após a 
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administração. A coleta de sangue foi feita a partir da extremidade da cauda de cada 

animal nos determinados períodos de tempo e a glicemia (mg/dL) foi determinada 

utilizando o glicosímetro Accu-Check Advantage II (Roche, Mannheim, Alemanha). 

 

3.4 Quantificação de proteínas pancreáticas  

 

Para a quantificação de proteínas pancreáticas, um fragmento tecidual do pâncreas 

(aproximadamente 50 g) foi homogeneizado em 1 ml de tampão RIPA (Sigma-Aldrich, St 

Louis, EUA) contendo inibidores de proteases (Complete Mini EDTA-free cocktail, 

Roche), utilizando-se um homogeneizador de amostras (Polytron). As amostras foram 

então centrifugadas a 3000 rpm por 10 min a 4 °C, sendo a concentração de proteínas 

totais determinada pela metodologia de Bradford (DC protein assay, Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, EUA) nos sobrenadantes obtidos após a centrifugação. A 

quantificação de citocinas no homogenato tecidual foi realizada utilizando a metodologia 

de CBA (Cytometric Bead Array) conforme recomendações do fabricante (BD 

Biosciences, San Jose, Estados Unidos). 

 

3.5 Análise histológica e imunohistoquímica 

 

O pâncreas dos animais foi processado para análise histológica (coloração 

hematoxilina-eosina) avaliando-se a presença de infiltrado celular (insulite) ou 

destruição de ilhotas pancreáticas. O grau de insulite foi determinando baseando-se no 

estudo de Emre Y e colaboradores (72) utilizando-se os “escores”: 0 - ausência de 

infiltrado inflamatório; 1 - infiltrado celular <50 %; e 2 – > 50 – 100 %. Além disso, a 

expressão de proteínas anti e pró-apotóticas (Bcl-2 e Bax respectivamente), caspase-3, 

transportador 2 de glicose (Glut-2), mieloperoxidase e CD11b foram verificadas pela 

técnica de imunohistoquímica. Foi utilizado anticorpo anti-Bcl-2 (diluição 1:500; D17C4, 

Cell Signalling, Danvers, EUA), anti-Bax (diluição 1:200; Cell Signalling) anti-caspase 3 

(diluição 1:200; Asp175, Cell Signalling), anti-Glut-2 (diluição 1:1000; Millipore, 

Billerica, EUA), anti-mieloperoxidase (diluição 1:200; Daco, Glostrup, Dinamarca) e 

anti-CD11b (diluição: 1:400; Abcam, Cambridge, EUA). Para o desenvolvimento da 

reação foi utilizado o kit Envision Dual Link System-HRP (Dako), de acordo com 
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recomendações do fabricante. Após a reação, foi realizada a contra coloração das 

lâminas pela coloração HE. 

 

3.6 Citometria de fluxo 

 

Nos camundongos, foram isolados linfonodos peri-pancreáticos e o baço para 

preparação de uma suspensão celular em PBS. A suspensão celular foi incubada com os 

anticorpos monoclonais específicos (CD4, CD25, CD8, CD11b, F4/80, Foxp3, todos 

adquiridos da Biolegend, San Diego, EUA), previamente conjugados aos fluorocromos 

FITC, PE, PercP, Pacific blue ou APC. A seguir, os tubos foram incubados na geladeira 

por 30 minutos. Em seguida, foi adicionado 0,5 ml de tampão FACS (PBS + 5 % SBF + 

NaN3 1 mg/ml (0,1 %)) aos tubos e os mesmos centrifugados a 1500 rpm por 5 minutos 

à 4 ºC. O sobrenadante foi desprezado e os pellets foram misturados no vortex por 5 

segundos para desprender as células. Foi adicionado 0,5 ml de tampão FACS em cada 

tubo com imediata centrifugação à 1500 rpm por 5 minutos à 4 ºC. Após desprezar o 

sobrenadante, 300 µl de tampão FACS foi adicionado em cada tubo. Para a 

determinação da freqüência de células T reguladoras, inicialmente a marcação das 

moléculas de superfície foi realizada incubando 1 x 106 células por 30 minutos a 4 °C na 

presença dos anticorpos CD4 (PerCP) e CD25 (FITC). Após a incubação, 500 µl de 

tampão FACS foram adicionados as amostras e as mesmas centrifugadas a 300 g por 5 

minutos. O sobrenadante foi desprezado, e os tubos foram agitados no vortex por 5 

segundos para o desprendimento das células. A marcação do fator de transcrição 

intracelular Foxp3 foi então realizada utilizando-se o kit APC anti-mouse/rat Foxp3 

staining (eBioscience, San Diego, EUA), conforme recomendações do fabricante. Após a 

marcação, as células foram suspendidas em 300 µl de tampão FACS e 80.000 eventos 

foram adquiridos em citômetro de fluxo (FACSCanto II). Para as análises do 

experimento, foi desenhado um gate selecionando a população de interesse. No gate 

selecionado, um gráfico de FSC-H/ FSC-A foi construído para retirar os dobles e, em 

seguida, essa população foi analisada de acordo com as marcações que nela foram feitas. 
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3.7 Quantificação de citocinas do lisado pancreático e soro  

 

 A quantificação das citocinas IL-1β, IL-12p70 e TGF-β no lisado pancreático foi 

realizada pelo método de ELISA, conforme as instruções do fabricante (R&D Systems, 

Minneapolis, EUA). A normalização entre as amostras foi realizada utilizando-se a 

quantidade de proteína total tecidual, determinada pela metodologia de Bradford (DC 

protein assay, Bio-Rad). 

 As citocinas IFN-γ, IL-17, IL-2, IL-4 e IL-6 foram quantificadas no soro e no 

extrato pancreático pela metodologia de CBA seguindo as instruções do fabricante 

(Mouse CBA Th1/Th2/Th17 Kit, BD Biosciences, EUA). Os resultados foram 

determinados em (pg)/mg de proteína total. Para análise dos dados foi utilizado o 

software FCAP Array (BD Biosciences).  

 

3.8 Quantificação de oxido nítrico (NO) pancreático 

 

Para a quantificação indireta de NO no homogenato pancreático foi utilizada a 

técnica de Griess. Para tal, inicialmente as amostras (n=3) foram centrifugadas a 13.200 

rpm por 15 min a 4 °C. Foi utilizado 50 uL de sobrenadante translucido da amostra e 50 

µL do reagente de Griess previamente preparados conforme as orientações do fabricante 

(Sigma-Aldrich). A seguir a amostra foi incubada com o reagente de Griess ou PBS 

(controle negativo da reação de Griess) durante 10 minutos. Após a incubação foi feito a 

análise da amostra no leitor de Elisa em comprimento de onda: 450 e 570 nm, 

descontando os valores obtidos do controle negativo. As concentrações finais de NO, 

obtidas pela técnica foram normalizados pela quantidade de proteína total obtida do 

lisado pancreático. 

 

3.9 Isolamento de ilhotas pancreáticas 

 

Para o isolamento de ilhotas pancreáticas, bloqueou-se a saída do duto 

pancreático para o intestino e injetou-se 2,5 ml de colagenase do tipo IV (Sigma-Aldrich, 

Alemanha) via uma agulha (30 G, BD Biosciences) na região de união do ducto 
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pancreático com o colédoco. Depois de removido, o pâncreas foi cortado em pequenos 

fragmentos em um tubo cônico de 15 mL contendo 2 mL de colagenase (tipo IV) seguido 

de incubação a 37 ºC por 20 minutos. A seguir, o excesso de tecido exócrino foi retirado 

pela adição de solução de Hank’s por 4 vezes consecutivas. As ilhotas foram então 

colocadas numa placa de Petri de fundo preto, para facilitar a visualização sob uma lupa. 

As ilhotas foram separadas (“picking”) utilizando-se uma pipeta de 10 microlitros. Em 

seguida as ilhotas foram então transferidas para o meio de cultura (RPMI) e cultivadas 

durante 48 horas (73). 

 

3.10 Ensaio de morte celular  

 

Após o isolamento de ilhotas de camundongos WT e TLR-2 KO não diabéticos, as 

ilhotas foram estimuladas com um coquetel de citocinas constituído de 0,4 ng/ml de IL-

1β + 2 ng/ml de IFN-γ, para mimetizar uma resposta imune inflamatória in vivo. Após 3 

dias de tratamento, o sobrenadante foi coletado para quantificação de nitrito pelo 

método de Griess e as ilhotas foram dispersas para marcação com anexina V e 7AAD 

seguindo as orientações do fabricante (Invitrogen, EUA). Além disso, a suspenção obtida 

também foi marcada com DAF-FM Diacetato para análise intracelular citoplasmática de 

NO, desenvolvido por Kojima e colaboradores, segundo as instruções do fabricante 

(Molecular Probes, EUA)(74, 75). 

 

3.11 Análise estatística dos dados 

 

Para a comparação entre dois grupos experimentais utilizamos o teste T de 

Student e para a comparação entre vários grupos, o teste de Anova, com correção o teste 

de Bonferroni. A apresentação dos resultados foi expressa na forma de média ± desvio 

padrão. Foi considerado como estatisticamente significativo o valor de p<0,05. Para as 

análises, foi utilizado o software Graphpad Prism 5.  
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4 DESENHO EXPERIMENTAL 

 

Para alcançar os objetivos propostos, o projeto foi delineado conforme desenho 

abaixo (Figura 2).  

Figura 2- Representação esquemática no trabalho. 

 
Representação esquemática do trabalho. Os camundongos foram tratados com 5 doses baixas de STZ e 
após 7, 12 e 21 dias foram feitas análises histológicas, imunohistoquimicas, frequência célular e dosagem 
de citocinas. Durante 21 dias monitorou-se a glicemia (2 x /semana), e no final foi realizado teste de 
tolerância à glicose. Dos camungondos não tratados foram isoladas ilhotas, estas foram tratadas  com IL-
1β+IFN-γ (in vitro por 72 horas) seguido de analise a viabilidade celular e quantificação de NO.  
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Desenvolvimento do DMT1 experimental  

 

No intuito de aplicar a hipótese do trabalho in vivo, DMT1 foi induzido 

administrando 5 doses consecutivas (1 dose/dia) de estreptozotocina (STZ) em 

camundongos C57BL/7 WT, TLR-2 KO, TLR-4 KO e MyD88 KO. Inicialmente foi 

analisado o perfil de desenvolvimento de DMT1 (Figura 3A), em seguida o grau de 

hiperglicemia (Figura 3B) e perda de peso (Figura 3C) dos animais após a indução de 

DMT1. Os camundongos cuja glicemia foi maior que 200 mg/dl por duas medidas 

consecutivas foram considerados diabéticos. Após a indução de DMT1, 83,33% dos WT, 

100% dos TLR-2 KO, 90% dos TLR-4 KO e 50% dos MyD88 KO desenvolveram diabetes 

(Figura 3A). Os camundongos TLR-2 KO apresentaram níveis significantemente maiores 

de glicemia em comparação ao grupo WT, TLR-4 KO e MyD88 KO a partir do 10º dia 

após a primeira dose de STZ (Figura 3B). Além disso, uma maior perda de peso foi 

observada nos camundongos TLR-2 KO diabéticos quando comparados aos 

camundongos WT, TLR-4 KO e MyD88 KO diabéticos (Figura 3C).  
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Figura 3- Desenvolvimento de diabetes, glicemia e percentual de perda de peso em 
camundongos WT, TLR-2 KO, TLR-4 KO e MyD88 KO tratados com STZ.  

 
A) Perfil de desenvolvimento de diabetes em camundongos WT (preto), TLR-2 KO (vermelho), TLR-4 KO 
(verde) e MyD88 KO (azul) até 21 dias após a primeira dose de STZ.  Porcentagem de animais 
hiperglicêmicos. Considerou-se diabéticos os animais que apresentaram glicemia com valor acima de 200 
mg/dl por duas dosagens consecutivas. B) Acompanhamento dos níveis de  glicemia após a primeira dose 
de STZ. Valores expressos como (média de porcentagem correspondente ao valor inicial ± desvio padrão). 
C) Variação de peso dos animais (em porcentagem) com o desenvolvimento de DMT1. Grupos 
experimentais: WT (n=17), TLR2 KO (n=12), TLR-4 KO (n=5) e MyD88 KO (n=15). Análise estatística: 
One-Way ANOVA, Bonferroni post test. * p<0,05. 

 

5.2 Teste de tolerância à glicose 

 

Tendo em vista o desenvolvimento de DMT1, avaliamos a seguir a resposta 

periférica à captação de glicose através do teste de tolerância à glicose 21 dias após a 1ª 

administração de STZ (Figura 4A). Foi administrado i.p. 1,5 mg de glicose por grama de 

camundongo, e a glicemia foi monitorada antes da injeção de glicose (tempo 0) e nos 

tempos (minutos) 15, 30, 60, 90 e 120. Foi observada uma resistência significantemente 
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maior à glicose nos camundongos TLR-2 KO em comparação aos animais WT e TLR-4 

KO, definido como a área sob a curva de tolerância à glicose (Figura 4B).  

Figura 4- Teste de tolerância à glicose em animais WT, TLR-2 KO, TLR-4 KO e MyD88 KO 
tratados ou não com STZ. 

Análise da tolerância à glicose em animais WT, TLR-2 KO, TLR-4 KO e MyD88 KO tratados ou não com 
STZ. A) Curva de glicemia após a injeção de glicose intraperitoneal nos camundongos WT, TLR-2 KO, 
TLR-4 KO e MyD88 KO 21 dias após o tratamento com STZ. Valores expressos como (média da 
porcentagem correspondente ao valor inicial ± desvio padrão). B) Índice de resistência à glicose, expresso 
como a área sob a curva correspondente ao tempo de 0 a 120 minutos após a administração de glicose. 
Valores expressos como (média da área sob a curva ± desvio padrão). Análise estatística: One-Way 
ANOVA e Bonferroni post test. ** p<0.01. ## p<0.01. ***p<0.0001. 

  

5.3 Análise histológica de tecido pancreático 

 

Com o decorrer do desenvolvimento de DMT1 experimental, a destruição das 

ilhotas pancreáticas é associada à presença de infiltrado celular inflamatório (10, 76). 

Para análise histológica do pâncreas, dois parâmetros foram avaliados: o número de 

ilhotas por campo e o infiltrado celular inflamatório (Figura 5A). Números semelhantes 

de ilhotas foram verificados entre todos os grupos controles. Contudo, quanto aos 

camundongos diabéticos pôde-se observar a destruição de ilhotas pancreáticas, 

verificada pela diminuição no número de ilhotas por campo após o tratamento com STZ. 

Os grupos WT, TLR-2 KO, TLR-4 KO e MyD88 KO diabéticos apresentaram um número 

menor de ilhotas quando comparados ao grupo controle (WT controle, não diabético) 

nos dias 7, 12 e 21 (Figura 5B,C, e D respectivamente). No entanto, não foi observada 
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diferença significativa no número de ilhotas entre os grupos diabéticos, por corte 

histológico.  

 

Figura 5- Determinação do número de ilhotas pancreáticas por campo em animais WT, TLR-2 
KO, TLR-4 KO e MyD88 KO tratados ou não com STZ após 7, 12 e 21 dias.  

 
Análise histológica do pâncreas em cortes corados com hematoxilina e eosina (HE). A) Imagens 
representativas de ilhotas pancreáticas 21 dias após a primeira dose de STZ. O número de ilhotas 
pancreáticas foi determinado pela contagem de 20 campos microscópicos para cada corte histológico 
(n=15) nos dias 7 (B), 12 (C) e 21 (D) após a primeira dose de STZ.  Valores expressos como (média de 
ilhotas observadas por campo ± desvio padrão). Análise estatística: One-Way ANOVA e Bonferroni post 
test. *WT controle vs. WT diabéticos, p<0,05. *** WT controle vs. grupos diabéticos, p<0.0001.  

 

A seguir, analisou-se o processo de insulite nos dias 7, 12 e 21 conforme a 

presença de infiltrado celular e morfologia das ilhotas (Figura 6A). Não foram 
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observadas diferenças significativas quanto ao grau de insulite entre os animais TLR-2 

KO diabéticos quando comparados aos grupos WT, TLR-4KO e MyD88 KO diabéticos 

nos dias 7 e 12 (Figura 6B e C). No entanto, 21 dias após a primeira dose de STZ, um 

maior grau de insulite pôde ser verificado nos animais TLR-2 KO diabéticos (Figuras 6D 

e E), sendo que o mesmo não foi observado para os camundongos TLR-4 KO e MyD88 

KO diabéticos.  
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Figura 6- Quantificação de infiltrado celular e dismorfismo em ilhotas pancreáticas (insulite) 
de animais WT, TLR-2 KO, TLR-4 KO e MyD88 KO tratados ou não com STZ após 
7, 12 e 21 dias. 

 
Análise semi-quantitativa de insulite em animais WT, TLR-2 KO, TLR-4 KO e MyD88 KO tratados ou não 
com STZ após 7, 12 e 21 dias. A) Imagem representativa do score de classificação de insulite: 0 = ausência 
de insulite; 1 = presença de discreto infiltrado celular ou peri-insulite; 2 = Presença de elevado infiltrado 
celular e ilhotas dismórficas. Análise comparativa não paramétrica do score de insulite nas ilhotas 
pancreáticas de animais diabéticos (STZ), após 7 (B), 12 (C) e 21 (D e E) dias após o tratamento com STZ. 
B) No grupo de 7 dias foram analisadas 126 ilhotas em 18 cortes histológicos. C) No grupo de 12 dias foram 
analisadas 411 ilhotas em 54 cortes histológicos. D) No grupo de 21 dias foram analisadas 571 ilhotas em 
90 cortes histológicos. Análise estatística: One-Way ANOVA e Bonferroni post test. D e E) Análise 
representativa do score de insulite 21 dias após a primeira dose de STZ. Valores expressos como 
porcentagem média de ilhotas pancreáticas (%)±desvio padrão. *p<0,05.  **p<0.01. 
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5.4 Expressão de Glut-2 nas ilhotas pancreáticas 

 

Visando esclarecer o fundamento responsável pela patogênese exacerbada nos 

camundongos TLR-2 KO, estudamos a expressão do transportador 2 de glicose (Glut-2) 

nos camundongos WT, TLR-2 KO, TLR-4 KO e MyD88 KO controle e diabéticos por 

imunohistoquímica 21 dias após a primeira dose de STZ. Uma menor expressão de Glut-

2 foi observada nos camundongos diabéticos em relação aos seus controles (Figura 7A e 

B). De forma interessante, entre os camundongos controles (não diabéticos) foi 

observada expressão significativamente maior deste receptor nos animais TLR-2 KO 

(Figura 7C). Já entre os animais diabéticos, uma maior expressão de Glut-2 foi 

observada para os MyD88 KO (Figura 7D). 
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Figura 7- Expressão de Glut-2 em ilhotas pancreáticas de animais WT, TLR-2 KO, TLR-
4 KO e MyD88 KO tratados ou não com STZ após 21 dias. 

 
Análise da expressão de Glut-2 por imunohistoquímica em animais WT, TLR-2 KO, TLR-4 KO e MyD88 
KO tratados ou não com STZ após 21 dias. A) Figura representativa de imunohistoquímica para Glut-2 em 
ilhotas pancreáticas de camundongos WT, TLR-2 KO, TLR-4 KO e MyD88 KO controles (não diabéticos) e 
diabéticos. B) Quantificação da expressão de Glut-2 entre camundongos diabéticos e seus respectivos 
controles. C) Quantificação da expressão de Glut-2 entre camundongos controles. D) Quantificação da 
expressão de Glut-2 entre camundongos diabéticos. Utilizou-se o software NIS Elements (Nikon) para a 
análise de marcação positiva nas ilhotas. Análise estatística: One-Way ANOVA e Bonferroni post test. 
*p<0,05. ***p<0,0001. 

 

5.5 Expressão de Bcl-2, Bax e caspase 3 em ilhotas pancreáticas 

 

Diversos trabalhos recentes têm discutido os mecanismos que levam à morte de 

células β pancreáticas no desenvolvimento de DMT 1, contudo, mais estudos são 
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necessários para elucidar estes mecanismos. Desta forma, com o objetivo de estudar o 

perfil de morte celular na patogênese da doença, realizou-se imunohistoquímica para 

Bcl-2 e Bax, proteínas anti- e pró-apoptóticas, respectivamente, e caspase-3 ativada, 

também pró-apoptótica, em cortes histológicos de camundongos diabéticos WT, TLR-2 

KO, TLR-4 KO e MyD88 KO nos dias 7, 12 e 21 após o início do tratamento com STZ 

(Figuras 8, 9, 10 e 11).  

De acordo com os resultados obtidos, a expressão de Bax tende a aumentar aos 21 

dias nos camundongos diabéticos quando comparados aos seus controles (Figura 8A e 

B). Entre os camundongos diabéticos, foi observada uma maior expressão de Bax no 

grupo TLR-2KO quando comparado ao grupo TLR-4 KO e MyD88 KO (Figura 8B).  
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Figura 8- Expressão de Bax em ilhotas pancreáticas de animais WT, TLR-2 KO, TLR-4 KO e 
MyD88 KO tratados ou não com STZ após 7, 12 e 21 dias.   

Anális
e da expressão de Bax por imunohistoquímica em animais WT, TLR-2 KO, TLR-4 KO e MyD88 KO 
tratados ou não com STZ após 7, 12 e 21 dias. A) Figura representativa de imunohistoquímica para Bax em 
ilhotas pancreáticas de camundongos WT, TLR-2 KO, TLR-4 KO e MyD88 KO controles (c) e diabéticos 
(stz) 21 dias após o primeiro tratamento com STZ. B) Quantificação da expressão de Bax nos dias 7 (à 
esquerda), 12 (centro) e 21 (à direita) utilizando o software NIS Elements (Nikon). Análise estatística: One-
Way ANOVA e Bonferroni post test. * p<0,05. ***p<0,0001. 

 

Em contrapartida, considerando os animais diabéticos, observou-se que houve 

uma redução estatística na expressão da proteína anti-apoptótica Bcl-2 nos animais 

TLR-4 KO em comparação ao grupo WT (Figura 9B) no dia 7 após o inicio do 

tratamento. Aos 12 dias, foi observada menor expressão de Bcl-2 nos TLR-4 KO quando 

comparado aos outros grupos, sendo significativamente menor em relação aos 

camundongos MyD88 KO. Já aos 21 dias, observou-se uma menor expressão de Bcl-2 no 

grupo TLR-2KO comparado ao grupo TLR-4 KO (Figura 9 A e B).  
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Figura 9- Expressão de Bcl-2 em ilhotas pancreáticas de animais WT, TLR-2 KO, TLR-4 KO e 
MyD88 KO tratados com STZ após 7, 12 e 21 dias. 

 

Anális
e da expressão de Bcl-2 por imunohistoquímica em animais WT, TLR-2 KO, TLR-4 KO e MyD88 KO 
tratados com STZ após 7, 12 e 21 dias. A) Figura representativa de imunohistoquímica para Bcl-2 em 
ilhotas pancreáticas de camundongos WT, TLR-2 KO, TLR-4 KO e MyD88 KO e diabéticos (stz) 21 dias 
após o primeiro tratamento com STZ.  B) Quantificação da expressão de Bcl-2 nos dias 7 (à esquerda), 12 
(centro) e 21 (à direita) utilizando o software NIS Elements (Nikon). Análise estatística: One-Way ANOVA 
e Bonferroni post test. * p<0,05.  

 

Uma análise da relação Bcl-2/Bax foi realizada para comparar os dados obtidos 

nos camundongos WT, TLR-2, TLR-4 e MyD88 KO (Figura 10). De acordo com estas, foi 

possível observar uma maior expressão de Bcl-2 ao longo do desenvolvimento da doença 

nas ilhotas dos camundongos WT, TLR-4 e MyD88 KO (Figura 10 A e B). Nos dias 7 e 12, 

foi observada também uma maior expressão de Bcl-2 nos camundongos TLR-2 KO, 

sendo significativa no 12º dia (Figura 10 A e B). Já aos 21 dias, diferente dos outros 

grupos, a expressão de Bcl-2 nos TLR-2 KO tendeu a diminuir, enquanto a expressão de 

Bax aumentou (Figura 10C).  
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Figura 10- Relação de expressão de Bcl-2 e Bax em ilhotas pancreáticas des animais WT, TLR-2 
KO, TLR-4 KO e MyD88 KO tratados com STZ após 7, 12 e 21 dias.  

Anális
e comparativa da expressão de Bcl-2 e Bax nos dias 7 (A), 12 (B) e 21 (C) após o início do tratamento, 
utilizando o software NIS Elements (Nikon) Valores expressos como porcentagem média de área de 
expressão de Bcl-2 ou Bax em ilhotas pancreáticas (%) ± desvio padrão.  Análise estatística: One-Way 
ANOVA e Bonferroni post test. * p<0,05. ** p<0.01. *** p<0,0001. 

 

A marcação para caspase 3 ativada foi utilizada como um marcador do processo 

de apoptose (Figura 11A). Nos dias 12 e 21, foram observadas maiores expressões de 

caspase 3 ativada nos TLR-2 KO diabéticos em relação aos grupos WT, TLR-4 KO e 

MyD88 KO diabéticos. Ainda, aos 21 dias, foi observada uma expressão 

significativamente maior dessa enzima entre o TLR-4 KO e os animais WT e MyD88 KO 

(Figura 11B).  
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Figura 11- Expressão de caspase-3 em ilhotas pancreáticas des animais WT, TLR-2 KO, TLR-4 
KO e MyD88 KO tratados ou não com STZ após 7, 12 e 21 dias.  

 
Análise da expressão de caspase-3 ativada por imunohistoquímica em animais WT, TLR-2 KO, TLR-4 KO 
e MyD88 KO tratados com STZ após 7, 12 e 21 dias. A) Figura representativa de imunohistoquímica para 
caspase-3 ativada em ilhotas pancreáticas de camundongos WT, TLR-2 KO, TLR-4 KO e MyD88 KO 
diabéticos (stz) 21 dias após o primeiro tratamento com STZ.   B) Quantificação da expressão de caspase-3 
utilizando o software NIS Elements (Nikon). Valores expressos como porcentagem média de área com 
expressão de caspase-3 ativada em ilhotas pancreáticas (%) ± desvio padrão. Análise estatística: One-Way 
ANOVA e Bonferroni post test. *p<0,05. **p<0.01. ***p<0,0001. 
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5.6 Avaliação da presença de células imunes inatas em ilhotas pancreáticas 

 

Já se tem demonstrado a participação de células da imunidade inata, por 

exemplo, células dendríticas, macrófagos  e neutrófilos, durante o desenvolvimento de 

DMT1 (72, 77, 78, 79). Assim, com o objetivo de analisar a participação destas células na 

resposta imune que ocorre nas ilhotas pancreáticas, avaliou-se as mesmas para a 

marcação positiva de CD11b e mieloperoxidase por imunohistoquímica, conforme 

mostrado na figura 12. Foi observado uma maior porcentagem das células CD11b+ nas 

ilhotas pancreáticas de camundongos TLR-4 KO diabéticos quando comparados ao 

grupo TLR-2 KO, havendo uma tendência para o grupo WT no 7º dia após o início do 

tratamento (Figura 12A e B). Ainda foi visto nos TLR-2KO uma maior porcentagem 

significativamente maior de células CD11b+ no 12º dia quando comparado aos TLR-4 

KO e MyD88 KO. O mesmo foi observado aos 21 dias após a administração de STZ nos 

TLR-2 KO em relação aos outros grupos diabéticos (WT, TLR-4 KO e MyD 88 

KO)(Figura 12A e B). 
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Figura 12- Análise de células CD11b+ em ilhotas pancreáticas de animais WT, TLR-2 KO, TLR-
4 KO e MyD88 KO tratados com STZ após 7, 12 e 21 dias. 

 
 Análise da expressão de CD11b por imunohistoquímica em animais WT, TLR-2 KO, TLR-4 KO e MyD88 
KO tratados com STZ após 7, 12 e 21 dias.  A) Figura representativa de imunohistoquímica para CD11b em 
ilhotas pancreáticas de camundongos WT, TLR-2 KO, TLR-4 KO e MyD88 KO diabéticos (stz) 7, 12 e 21 
dias após o primeiro tratamento com STZ. Setas indicam células positivamente marcadas. B) 
Quantificação de células CD11b+ nos dias 7 (à esquerda), 12 (centro) e 21 (à direita)  utilizando o software 
NIS Elements (Nikon). Valores expressos como porcentagem média de células positivas para CD11b em 
ilhotas pancreáticas (%) ± desvio padrão.  Análise estatística: One-Way ANOVA, Bonferroni post test. 
*p<0,05. **p<0.01. ***p<0,0001. 

 

A seguir estabeleceu-se a marcação para mieloperoxidase como indicador indireto 

da presença de neutrófilos. Foi observada presença de destas células em ilhotas 
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principalmente no 7º dia após a primeira dose de STZ, onde valores estatisticamente 

maiores de expressão foram observados nos grupos diabéticos TLR-2 KO e TLR-4 KO 

quando comparados aos diferentes grupos controles. Nos 12º dia, a expressão da 

mieloperoxidase foi estatisticamente maior nos MyD88 KO diabéticos quando 

comparados aos grupos controles. E, aos 21 dias, não foram observadas marcações para 

mieloperoxidase (Figura 13B). 
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Figura 13- Análise da expressão de mieloperoxidase em ilhotas pancreáticas dos animais WT, 
TLR-2 KO, TLR-4 KO e MyD88 KO 7, 12 e 21 dias após indução do DMT1. 

 
Análise da expressão de mieloperoxidase (MPO) por imunohistoquímica em animais WT, TLR-2 KO, TLR-
4 KO e MyD88 KO tratados com STZ após 7, 12 e 21 dias. A) Figura representativa de imunohistoquímica 
para MPO em ilhotas pancreáticas de camundongos WT, TLR-2 KO, TLR-4 KO e MyD88 KO diabéticos 
(stz) 7, 12 e 21 dias após o primeiro tratamento com STZ. B) Quantificação da expressão de 
mieloperoxidade nos dias 7 (à esquerda), 12 (centro) e 21 (à direita) utilizando o software NIS Elements 
(Nikon). Valores expressos como porcentagem média de células positivas para MPO em ilhotas 
pancreáticas (%) ± desvio padrão. Análise estatística: One-Way ANOVA e Dunnett  post test. * p<0,05. 
**p<0.01 
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5.7 Frequência de células imunes envolvidas no desenvolvimento de DMT1 

 

Visando melhor esclarecer os mecanismos envolvidos no desenvolvimento do 

DMT1 mais severo observado nos TLR-2 KO em comparação ao grupo WT, foram 

avaliadas as frequências de células T CD8+, T CD4+, T CD4+CD25+Foxp3+, células 

dendríticas (CD11c+) e macrófagos (F4/80+) no baço dos animais, por citometria de 

fluxo. 

Obteve-se, portanto por dotplots, as freqüências dos linfócitos T CD8+ e linfócitos 

T CD4+ observadas no baço dos animais diabéticos (STZ) e não diabéticos (controle) 

(WT e TLR-2 KO) (Figura 14A). Foi observada nos camundongos diabéticos TLR-2 KO, 

uma maior frequência de células T CD8+ e células T CD4+ aos 21 dias após o início do 

tratamento, em comparação com os camundongos diabéticos WT (Figuras 14B e 14C, 

respectivamente). 

 

Figura 14- Frequência de células T CD4+ e CD8+ no baço de camundongos WT e TLR-2 KO 7 e 
21 dias após o inicio de tratamento com STZ e em animais controles. 

 
Frequência de células T CD4+ e CD8+ no baço de camundongos WT e TLR-2 KO   controle e 7 e 21 dias 
após o inicio de tratamento com STZ. Foram utilizados camundongos diabéticos (WT STZ, n=6; TLR-2 KO 
STZ, n=5) e camundongos não diabéticos (n=3). A) Dot-plot representativo da frequência de células T 
CD8+ e  células T CD4+. B) Gráfico de frequência de células T CD8+ 7 dias (à esquerda) e 21 dias (à 
direita) após o tratamento com STZ. C) Gráfico de frequência de células T CD4+ no baço 7 (à esquerda) e 
21 dias (à direita) após o tratamento com STZ.  Valores expressos como porcentagem média células 
positivas ± desvio padrão. Análise estatística: One-Way ANOVA e Bonferroni post test. *p<0,05. **p<0,01. 

Uma análise detalhada das células T CD4+ foi realizada com objetivo de avaliar a 

frequência de células T CD4+Foxp3+ e células T CD4+CD25+Foxp3+ (T reguladoras) 
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(Figura 15), visto que essas células têm um papel importante na modulação da resposta 

imune durante o desenvolvimento do DMT1 experimental (80, 81). Foi observada, 7 dias 

após o tratamento, uma menor frequência de células T reguladoras 

(CD4+CD25+Foxp3+) nos camundongos diabéticos WT e TLR-2 KO  em comparação 

aos respectivos controles (Figura 15C). Em contrapartida, uma maior frequência destas 

células T reguladoras nos camundongos WT diabéticos em relação ao grupo controle foi 

vista após 21 dias de tratamento (Figura 15C).  Interessantemente, uma menor 

frequência de células T CD4+Foxp3+ foi observada no baço dos camundongos TLR-2 KO 

diabéticos em comparação aos camundongos WT diabéticos após 21 dias de tratamento 

(Figura 15 B).  

 

Figura 15- Frequência de células T reguladoras no baço dos animais WT e TLR2 KO 7 e 21 dias 
após o DMT1 experimental e nos respectivos controles. 

 
Frequência de células T reguladoras (CD4+ Foxp3+ e CD4+CD25+Foxp3+) no baço de animais WT e 
TLR2 KO controle ou 7 e 21 dias após o DMT1 experimental. A) Dot plot representativo da frequência de 
células T CD4+CD25+Foxp3+ no baço de animais WT ou TLR-2 KO controle ou diabéticos (STZ) 21 dias 
após tratamento. B) Gráfico da frequência de células T CD4+Foxp3+ no baço dos animais 7 dias (à 
esquerda) e 21 dias (à direita) após o tratamento com STZ.  C) Gráfico representativo da frequência de 
células CD4+CD25+Foxp3+ no baço dos animais 7 (à esquerda)  e 21 dias (à direita) após o tratamento 
com STZ. Foram utilizados camundongos diabéticos (STZ WT, n=6; STZ TLR-2 KO, n=5) e camundongos 
não diabéticos (controle, n=3). Valores expressos como porcentagem média células positivas ± desvio 
padrão. Análise estatística: One-Way ANOVA e Bonferroni post test. *p<0,05. ***p<0,0001. 
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Diversos estudos têm demonstrado o papel das APCs na modulação da resposta 

imune em camundongos diabéticos através da produção de citocinas como IL-10 ou 

TGF-β (77, 82, 78, 62). No presente estudo, ao analisar a frequência de células 

CD11c+CD80+, observou-se que houve uma redução significante destas células no baço 

de animais WT e TLR-2 KO em comparação ao seus respectivos controles  7 dias após a 

administração de STZ (Figura 16D). Este perfil de frequência também se mostrou 

presente no dia 21 para o grupo WT (Figura 16D). Quanto à frequência de células 

CD11c+CD86+, observou-se uma redução desta população celular no baço de animais 

TLR-2 KO diabéticos em comparação com seu controle no dia 7 após o tratamento com 

STZ (Figura 16E). Já no dia 21, houve um aumento desta população nos animais WT 

diabéticos em comparação com seu controle, sendo significante também a redução desta 

população em animais TLR-2 diabéticos em relação ao grupo WT diabético (Figura 16E). 

Em relação aos macrófagos, não foi observado diferença na frequência das células 

F4/80+ no baço dos camundongos diabéticos quando comparados ao grupo controle 

(Figura 17).  
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Figura 16- Frequência de APCs no baço 7 e 21 dias após o a primeira dose de STZ. 

 
Frequência de APCs no baço de animais WT e TLR-2 KO controles ou 7 e 21 dias após a primeira dose de 
STZ. A) Dot plot representativo da frequência de células CD11c+. B) Gráfico de frequência de células 
CD11c+ após 7 dias (à esquerda) e 21 dias (à direita) do tratamento com STZ. C) Dot plot representativo da 
frequência de células CD80+CD86+ no gate de células CD11c+. D) Gráficos de frequência de células 
CD11c+CD80 e (E) Gráficos de frequência de células CD11c+CD86+, após 7 dias (à esquerda) e 21 dias (à 
direita) do tratamento com STZ. Valores expressos como porcentagem média células positivas ± desvio 
padrão. Análise estatística: One-Way ANOVA e Bonferroni post test.* p<0,05. **p<0.01. *** p<0,0001. 
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Figura 17- Frequência de macrófagos (células F4/80+) no baço, 7 e 21 dias após o 
desenvolvimento de DMT1 experimental. 

Análise da população de macrófagos (células F4/80+) no baço de animais WT e TLR-2 KO controle ou 
diabéticos, 7 e 21 dias após o desenvolvimento de DMT1 experimental. A) Dot plot representativo da 
frequência de células F4/80+no baço. B) Gráfico da frequência de células F4/80+ após 7 dias (à esquerda) 
e 21 dias (à direita). Foram utilizados camundongos WT controle (n=3); WT STZ  (n=6) e TLR-2 KO STZ 
(n=5). Valores expressos como porcentagem média células positivas ± desvio padrão. Análise estatística: 
One-Way ANOVA e Bonferroni post test. 

 

5.8 Dosagem de citocinas  

 

No soro dos camundongos sacrificados com 12 e 21 dias, foram quantificadas as 

citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-17 e IFN-γ (Figura 18). No grupo controle (WT), estas 

citocinas não foram detectadas (Figuras 18 A e B). Não foram observadas diferenças 

significativas entre os grupos de 12 dias após indução do DMT1 (Figura 18A). No 

entanto, níveis elevados de IL-2, IL-4, IL-17 e IFN-γ foram detectados no soro dos 

animais TLR-2 KO e MyD88 KO diabéticos 21 dias após o primeiro tratamento com STZ, 

quando comparados ao grupo WT. 
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Figura 18- Quantificação de citocinas do soro 21 dias após a indução do DMT1. 

 
Análise de citocinas no soro pela técnica de CBA (Cytometric Bead Array). A) Quantificação de citocinas 
(IL-6, IL-4, IL-2, IL-17 e IFN-γ) em animais WT, TLR-2 KO e MyD88 KO controle e diabéticos 12(A)  dias 
e  21(B) dias após a administração de STZ. Foram utilizados camundongos com n=3-5/grupo 
experimental.  Valores expressos como média (pg/mL) ± desvio padrão. Análise estatística: One-Way 
ANOVA e Bonferroni post test. nd= não detectado. 

   

Para avaliação da resposta inflamatória local, as citocinas IL-1β, IL-12p70 e TGF-

β foram quantificadas a partir do tecido pancreático. Não foram observadas diferenças 

significativas na produção das citocinas IL-1β e IL-12 nos camundongos diabéticos 

quando comparados aos grupos controles (WT e TLR-2 KO), 12 dias após a indução do 

DMT1 (Figura 19A). No entanto, uma maior concentração de TGF-β ativo foi detectada 

no grupo WT controle em comparação ao grupo de animais WT diabéticos, sendo que o 

mesmo não foi observado para os animais TLR-2 KO (diabéticos vs. não diabéticos). 

Também não houve diferença estatística na expressão destas citocinas 21 dias após o 

tratamento com STZ (Figura 19B). 
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Figura 19- Quantificação de citocinas pancreáticas. 

Quantificação de citocinas pancreáticas aos 12 (A) e 21(B) dias após tratamento com STZ. n=3-6/grupo 

experimental. Valores expressos como média (pg/mL) ± desvio padrão. Análise estatística: One-Way 

ANOVA e Bonferroni post test. *p<0,05.  

 

5.9 Quantificação indireta de óxido nítrico  

 

Pesquisas recentes têm apontado que a citocina IL-1β é capaz de induzir a 

expressão da enzima iNOS ( do inglês, Inducible nitric oxide synthase) , ativando a 

síntese do NO e de radicais livres de oxigênio, causando assim a morte de células β 

pancreáticas (45). Baseado nestes estudos, realizamos a quantificação de NO a partir do 

lisado pancreático. Não foram observadas diferenças na produção de NO entre os 

camundongos diabéticos e não diabéticos aos 12 e 21 dias após o tratamento com STZ 

(Figuras 120A e B, respectivamente) por este método. Desta forma, para melhorar a 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22975598
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detecção e remover os possíveis interferentes presentes no tecido exógeno do pâncreas, 

isolamos as ilhotas pancreáticas para posterior quantificação de NO (item 5.12).  

 

Figura 20. Quantificação de oxido nítrico. 

 
Quantificação de oxido nítrico pela técnica de Griess no lisado pancreático aos 12 (A) e 21 (B) dias após o 
primeiro tratamento com STZ. n = 3 animais/grupo experimental.  Valores expressos como média de NO 
(uM) /mg de proteína) ± desvio padrão. Análise estatística: One-Way ANOVA e Bonferroni post test.  

 

5.10 Isolamento de ilhotas pancreáticas 

 

 Com o objetivo de estudar as moléculas expressas e secretadas durante 

desenvolvimento do DMT1, padronizamos o isolamento de ilhotas pancreáticas em 

camundongos C57BL/6. Nas figuras 20 A, B e C estão representadas as ilhotas isoladas 

que tiveram suas membranas conservadas, sendo separadas dos vasos sanguíneos e do 

tecido exócrino. As células das ilhotas foram dispersas (Figura 21F).  A viabilidade 

celular foi avaliada pela coloração de azul de Tripan após 3 (Figura 21G) e 14 dias (Figura 

21H) em cultura. Analisando a viabilidade das células das ilhotas, foi observado 38 

células mortas e 39 células vivas nos TLR-2 KO quando comparado ao grupo WT (20  

células mortas e 80 células vivas)(Figura 21H).  
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Figura 21- Isolamento de ilhotas pancreáticas nos camundongos C57Bl/6. 

 
A - C)Imagens representativas de ilhotas depois do isolamento. D) Imagem representativa de ilhotas após 
24 horas. E) Imagem representativa de ilhotas após 48 horas de cultura. F) Imagem representativa de 
células dispersas após 48 horas de cultura. G) Quantificação de viabilidade celular pela coloração de azul 
de Tripan, após 3 e H) 14 dias de cultura, respectivamente. As células vivas estão marcadas com a cor azul 
e as mortas estão marcadas em vermelho. Valores expressos como média de células ± desvio padrão. 

 

5.11 Ensaio de morte de células das  ilhotas pancreáticas 

 

Com o objetivo de analisar nos camundongos TLR-2 KO a sensibilidade de ilhotas 

pancreáticas à morte induzida pelas citocinas pró-inflamatórias (IL-1β e IFN-у), 

padronizou-se o ensaio de morte induzida por citocinas, analisando a morte/viabilidade 
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celular por anexina V e 7AAD (Figura 22). As células mortas marcadas com anexina V 

estão representadas em azul no histograma (Figura 22A). Resultados obtidos sugerem 

que as células advindas de ilhotas pancreáticas de camundongos TLR-2 KO possuem 

maior sensibilidade para morte em comparação com as isoladas de animais WT (Figura 

22B e C). Em acréscimo, esta sensibilidade se agrava quando as ilhotas são estimuladas 

com IL-1β + IFN-у.  

 Figura 22- Ensaio de morte induzida por IL-1β + IFN-у.  

 
Análise de morte celular de células de ilhotas isoladas após estímulo com IL-1β e IFN-у.  A) Histograma 
representativo da frequência de células de ilhotas de Langehrans marcadas (azul) ou não com anexina 
(vermelho). B) Gráfico da frequência de células de ilhotas pancreáticas vivas (à esquerda) e mortas (à 
direita) após o tratamento com citocinas (IL-1β e IFN-у). C) Análise geral de células vivas e mortas. 
WTcont = grupo controle não tratado com citocinas , WT+ citocinas = grupo WT tratado com citocinas, 
TLR-2 cont = grupo TLR-2 KO controle não tratado com citocinas, TLR-2 + citocinas = grupo TLR-2 KO 
tratado com citocinas. N= 120 ilhotas por grupo. Valores expressos como frequência média (%) ± desvio 
padrão.  
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5.12 Quantificação indireta de óxido nítrico após o ensaio de morte das 

ilhotas 

 

Estudos têm demonstrado o papel de IL-1β e IFN-у na ativação de iNOS e 

consequentemente produção de NO no processo de destruição de células β pancreáticas, 

via sinalização por NF-kB (83, 84). Tendo em conta estas informações, padronizou-se a 

quantificação de NO por DAF-FM após o ensaio de morte induzida por citocinas.  Na 

figura 23 está representada a quantificação do NO após 3 dias de tratamento das ilhotas 

pancreáticas de camundongos WT e TLR-2 KO com o coquetel de citocinas. Foi 

observada uma maior produção de NO nas células do grupo TLR-2 KO tratadas com o 

coquetel em relação ao WT.  

Figura 23- Quantificação de óxido nítrico (NO) após estímulo com citocinas pró-inflamatórias. 

Quantificação de óxido nítrico (NO) após estímulo com citocinas pró-inflamatórias (IL-1β e IFN-у) em 
células derivadas de ilhotas de animais WT e TLR2 KO. A) Dot plots representativos da frequência de 
células de ilhotas de Langehrans 3 dias após o tratamento com citocinas. B) Análise geral da frequência de 
células de ilhotas pancreáticas dos camundongos WT e TLR-2 estimulados ou não com citocinas. A 
porcentagem de células  DAF positivo está  representado na cor vermelha e DAF negativo na cor azul.  
WTcont = grupo controle não tratado com citocinas , WT+ citocinas = grupo WT tratado com citocinas, 
TLR-2 cont = grupo TLR-2 KO controle não tratado com citocinas, TLR-2 + citocinas = grupo TLR-2 KO 
tratado com citocinas. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Segundo a Federação Internacional de Diabetes, o número de pacientes com 

diabetes do tipo 1 tem aumentado nos últimos anos. Em acréscimo, índices obtidos 

indicam o aumento desse número em todos os continentes. Na tentativa de controlar 

esta epidemia, muitas medidas e estudos preventivos estão sendo feitos visando impedir 

ou retardar este prognóstico, promovendo, por exemplo, a reeducação alimentar e o uso 

de terapias celulares. Diversas pesquisas recentes têm relacionado a dieta alimentar com 

o sistema imune. Estudos demonstram que introduzindo suplementos de vitamina D em 

camundongos NOD é possível bloquear o surgimento de insulite em ilhotas pancreáticas 

(85). A suplementação com vitamina D na alimentação de crianças com predisposição 

para desenvolver DMT1 promoveu também retardo do desenvolvimento da doença, em 

comparação a crianças que não receberam esse suplemento (86). Além disso, outros 

estudos sugerem que o tratamento imunossupressor com MSCs em pacientes recém-

diagnosticados também pode retardar o aparecimento da doença ao manter as células β 

pancreáticas residuais funcionais (81). Interessantemente, outros estudos sugerem o 

tratamento de pacientes com doses baixas múltiplas de anticorpos anti-CD3 logo após o 

inicio da resposta imune que origina a insulite. Em concordância, estudos apontam que 

anticorpos anti-CD3 são capazes de reagir contra linfócitos T autoreativos induzindo 

uma imunotolerância para antígenos das ilhotas além de diminui ou mesmo bloquear o 

desenvolvimento da doença em camundongos NOD (87). Por outro lado, uma vez 

estabelecida a doença, outros pesquisadores estudam a possibilidade de reverter o 

quadro clínico do paciente com o transplante de ilhotas. Ainda, outros pesquisadores 

estudam formas de amenizar as complicações que surgem nos pacientes diabéticos 

visando melhorar a qualidade de vida desses pacientes (89, 90).  

Diversos modelos têm sido desenvolvidos com o objetivo de induzir o DMT1 

experimental. Um método estabelecido consiste no uso de diferentes tipos de toxinas 

(toxina diftérica, aloxana, pentamicina e estreptozotocina) que causam destruição das 

células β pancreáticas (3, 10). A STZ tem a capacidade de induzir diabetes por dois 

modelos diferentes: um modelo de dose única e outro de múltiplas doses, MLD-STZ 

(90). Segundo a literatura, a patogênese do modelo de dose única se baseia no papel 

citotóxico da droga (90). Já no modelo de MLD-STZ, ocorre a lesão das células β levando 



61 

 

à exposição de auto-antígenos e consequentemente, ao desenvolvimento de uma 

resposta inflamatória autoimune contra esses antígenos (1). No presente trabalho foi 

utilizado o modelo de MLD-STZ com o objetivo de estudar a participação dos TLR-2 

TLR-4 e molécula adaptadora MyD88 no processo inflamatório que leva ao 

desenvolvimento de DMT1. Após a indução de DMT-1 nos camundongos KO para TLR-2, 

TLR-4 e MyD 88 foi observado uma maior gravidade da doença nos animais TLR-2 KO, 

por apresentarem maior perda de peso, elevada hiperglicemia, maior resistência no teste 

de tolerância à glicose e predominância do nível mais grave de insulite. A doença foi 

menos grave nos camundongos TLR-4 KO e MyD88 KO e foi semelhante ao 

desenvolvido nos camundongos WT, caracterizada por menor perda de peso, uma 

hiperglicemia e resistência à glicose menos acentuada, acompanhada de níveis menos 

grave de insulite. Baseado nesses resultados, o foco deste trabalho foi principalmente os 

camundongos TLR-2KO e WT.  

Segundo a literatura, quando auto-antígenos de células β pancreáticas são 

expostos na circulação, eles são apresentados por APCs a linfócitos T, gerando uma 

resposta auto-imune. A partir disto, células inflamatórias migram então para as ilhotas 

iniciando uma resposta inflamatória e desenvolvendo a insulite (38, 39, 76). Durante a 

patogênese da DMT1 citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IFN-γ, IL-2 e IL-1β são 

produzidos em elevada concentração. No processo, também participam linfócitos 

citotóxicos produzindo granzimas e perforinas que juntamente com as citocinas atuam 

destruindo progressivamente mais células β de ilhotas pancreáticas (1, 41, 43). Nos 

camundongos TLR-2 KO diabéticos, ao contrario dos WT diabéticos, também foram 

detectadas elevadas concentrações de IL-2, IFN-γ e IL-17 no soro, sugestivo de uma 

maior inflamação nos TLR-2 KO, confirmando dados iniciais destes animais referentes 

ao grau de gravidade do diabetes.  

Estudos feitos em camundongos NOD mostram que macrófagos estimulados com 

agonistas do receptor TLR-2 suprimiram o diabetes, produzindo elevadas quantidades 

de TGF-β, aumentando a frequência de células T reguladoras Foxp3+ (91). A análise 

periférica de linfócitos mostrou uma maior frequência de células T CD8+, células T 

CD4+ e uma menor frequência de células T reguladoras Foxp3+ nos TLR-2KO diabéticos 

quando comparados aos WT diabéticos, apesar de não ter sido observado diferença na 

concentração de TGF-β entre os dois grupos. Porém, no pâncreas dos TLR-2 KO 
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diabéticos também foi observado uma maior porcentagem de células CD11b+. Esses 

dados podem estar relacionados à exacerbação da doença observada nos animais na 

ausência do TLR-2. 

A morte de células β pancreáticas também pode ser desencadeada por Fas ao se 

ligar no FasL e por um desbalanço de proteínas anti- e pró-apotóticas causando 

destruição do DNA e citotoxicidade (92, 93). Trabalhos já publicados mostram que no 

DMT1 induzido por MLD-STZ ocorre uma diminuição na expressão de proteínas anti- e 

um aumento de proteínas pró-apoptóticas acompanhado por um aumento no nível de 

caspase 3 (94, 95, 96). Adiante, estudos mostram que uma maior expressão de proteínas 

da família Bcl-2 esteja relacionada a uma maior proteção das células de ilhotas 

pancreáticas e regulação da ativação de caspase 3 via citocromo c (97, 98, 99 ). Nas 

ilhotas de camundongos TLR-2 KO diabéticos de modo semelhante aos outros grupos 

(WT, TLR-4 KO e MyD 88 KO), foi observado uma maior expressão de Bcl-2 em relação 

ao Bax conferindo uma proteção nos dias 7 e 12 . Interessantemente, a relação de Bcl-

2/Bax inverteu aos 21 dias somente nos TLR-2 KO diabéticos, sendo observado um 

aumento na expressão de Bax nestes animais. Além do mais, também foi observado um 

aumento crescente da expressão de caspase 3 fosforilada nos camundongos TLR-2 KO 

no intervalo de tempo de 7 a 21dias. Esses dados sugerem, portanto que o perfil de 

apoptose possivelmente contribuiu para o perfil do desenvolvimento da doença 

observado nos camundongos TLR-2 KO.  

Por outro lado, ao longo do trabalho questionou-se se o pior quadro clínico 

desenvolvido nos camundongos TLR-2 KO seria devido à maior suscetibilidade desses 

animais a STZ. Alguns trabalhos demostraram que na indução de DMT1 por STZ, uma 

das funções da STZ é se ligar no Glut-2 bloqueando o transporte de glicose (100). Nossos 

resultados de imunohistoquímica mostraram que os TLR-2 KO controles, não 

diabéticos, expressavam maior porcentagem de Glut-2 em relação aos 0utros animais. 

Desta forma sugere-se que, os animais TLR-2 KO sejam mais sensíveis a STZ. Assim, 

esta maior sensibilidade a STZ somados aos resultados discutidos anteriormente podem 

explicar alguns aspectos do perfil de exacerbação da doença visto nos animais TLR-2 KO 

diabéticos.  

De acordo com a literatura, na ausência do receptor TLR-2, é possível que outros 

TLRs que sinalizam por vias dependente e independente da molécula MyD88 sejam 
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ativados. E, de modo sinérgico esses receptores podem estimular o fator NF-kB. A 

ativação de NF-kB por sua vez pode promover um ambiente pró-inflamatório e induzir a 

iNOS a aumentar a produção de NO, aumentando desta forma a atividade de caspase-3 e 

apoptose de células β pancreáticas (101, 102). Desta forma, uma das causas de morte 

pode envolver a produção de NO. O NO é visto como sendo um composto citoprotetor 

(103). Entretanto, quando ele é produzido juntamente com superóxido na presença de 

enzimas como NADPH oxidase e mieloperoxidase são formados compostos com alto 

poder de oxidação (peroxinitritos) (104, 105, 106) que podem contribuir para a piora da 

doença. Nos experimentos in vivo, não foram observados diferenças estatísticas da 

produção de NO a partir de extratos pancreáticos. Realizou-se então, ensaios in vitro no 

qual as ilhotas foram estimuladas com um coquetel de citocinas (IL-1β+IFN-γ) visando 

esclarecer se a produção de NO poderia estar associado à morte de células β. Nossos 

resultados mostraram uma maior produção de NO nas células β das ilhotas do grupo 

TLR-2 KO em comparação ao grupo WT. Interessantemente, esses resultados 

corroboram os resultados anteriores obtidos no ensaio de morte de células de ilhotas 

isoladas também tratados com o coquetel de citocinas. Desta forma, possivelmente, a 

ausência do receptor TLR-2 também contribua para esse aumento de NO e com isto 

esteja relacionado à maior porcentagem de células β mortas verificadas no grupo TLR-2 

KO. 

Resumindo, a deficiência do TLR-2 resultou no desenvolvimento exacerbado do 

DMT1, caracterizado por maior perda de peso, elevada glicemia, maior destruição de 

células β pancreáticas, acompanhado de níveis elevados de IL-2, IFN-γ e IL-17 no soro e 

baixa frequência de linfócitos T reguladoras. Deste modo, sugere-se que os TLR-2 têm 

um papel importante na modulação da resposta imune desenvolvida nesta doença. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Apesar de diferentes trabalhos mostrarem que os receptores TLR-2 podem 

participar em alguns casos exacerbando a patogênese do DMT1 ao ativar vias de 

produção de citocinas pró-inflamatórias como IL-1β, TNF e IL-6 (59). Este trabalho 

mostrou que os camundongos TLR-2KO diabéticos aos 21 dias após o tratamento pelo 

MLD-STZ desenvolveram um nível mais grave de insulite e apresentaram maior 

frequência de células CD11b+ nos pâncreas. Adicionalmente, estes animais 

apresentaram maior expressão de Bax e caspase 3 ativada nas ilhotas. Na periferia, 

observou-se elevada concentração de IL-2, IFN-γ e IL-17 e menor frequência de células T 

reguladoras Foxp3+. Além disso, após estimulação das ilhotas com o coquetel de 

citocinas (IL-1β+IFN-γ), observou-se maior produção de NO e maior porcentagem de 

células mortas nas ilhotas dos animais TLR-2 KO.  

É possível que todos esses fatores contribuam direta e/ou indiretamente para 

exacerbação da doença desenvolvida nesses animais e que a  ativação da via de 

sinalização dependente de TLR-2 possa modular a resposta inflamatória autoimune 

durante o desenvolvimento da DMT-1 experimental induzida por MLD-STZ.  
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