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GUIMARÃES, J. B. Efeitos da suplementação com prebiótico inulina na produção 

de butirato e imunorregulação do diabetes tipo 1 em modelo experimental. 2021. 

Dissertação de Mestrado - Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de 

São Paulo, 2021. 

 

O Diabetes melitos tipo 1 (DM1) é uma doença autoimune caracterizada pela perda 

progressiva da autotolerância a antígenos das células β-pancreáticas produtoras de 

insulina, o que leva à destruição seletiva destas células por linfócitos autorreativos 

ativados como decorrência da inflamação nas ilhotas pancreáticas (insulite). Diversos 

estudos têm demonstrado a relação da quebra da tolerância imune intestinal com 

diversas doenças, como obesidade, alergias, doenças inflamatórias intestinais, artrite 

reumatoide e diabetes tipo 1 e 2. A suplementação com o prebiótico inulina pode 

modular a microbiota intestinal favorecendo o aumento de bactérias probióticas que ao 

metabolizar essa fibra produz os ácidos graxos de cadeia curta (AGCC), os quais são 

importantes na imunorregulação e manutenção da homeostasia intestinal. Dessa forma, 

este estudo teve como objetivo avaliar se a suplementação com o prebiótico inulina 

confere proteção ao desenvolvimento do DM1 em camundongos no modelo de 

múltiplas doses induzidas por estreptozotocina (STZ). Adicionalmente, tivemos como 

intuito elucidar se o efeito benéfico é mediado pela modulação da microbiota intestinal 

e produção de AGCC. Foi realizado o monitoramento dos parâmetros clínicos, 

metabólicos e histopatológicos em camundongos diabéticos suplementados ou não com 

inulina. Os animais suplementados com inulina tiveram proteção total ao 

desenvolvimento do DM1, uma vez que 100% dos animais não desenvolveram a doença 

após administração de STZ (STZ+INU). Após suplementação com inulina, os animais 

exibiram ganho de peso corporal, melhora do controle glicêmico, reduzido infiltrado 

inflamatório pancreático e normalização nos níveis de insulina sérica em relação aos 

animais diabéticos com dieta padrão (STZ+DP). Os animais STZ+INU apresentaram 

maior produção de muco no cólon associado a prevalência de gêneros Bifidobacterium, 

Clostridium cluster IV e Akkemansia muciniphila na microbiota intestinal. No linfonodo 

cecal (LC) dos animais STZ+INU, observamos diminuição de células Treg 

CD4+Foxp3+ expressando CCR4+. Em paralelo, comprovamos aumento significativo 

da expressão genica de marcadores de células dendríticas tolerogênicas como enzima 

retinaldeído desidrogenase (Aldh1e2) e enzima indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), 



assim como elevada produção de butirato no conteúdo fecal do cólon dos animais 

suplementados com inulina. No tecido pancreático, verificamos aumento de células 

Treg Foxp3+CCR4+ e expressão proteica de CCL17. Em conjunto, nossos achados 

mostraram a eficácia da suplementação da inulina como intervenção nutricional na 

prevenção do diabetes tipo 1 em modelo experimental, através da migração de células 

Treg via CCR4 para o pâncreas e elevada produção de butirato pela microbiota 

intestinal.  

Palavras chave: Palavras chave: Diabetes tipo 1, Imunorregulação, Prebiótico inulina, 

Células T regulatoras (Treg), Microbiota intestinal. 
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Type 1 diabetes mellitus (T1DM) is an autoimmune disease characterized by the 

progressive loss of self-tolerance to insulin-producing pancreatic β-cell antigens, which 

leads to selective destruction of these cells by activated autoreactive lymphocytes as a 

result of inflammation in the pancreatic islets (insulitis). Several studies have 

demonstrated the relationship between the breakdown of intestinal immune tolerance 

and various diseases, such as obesity, allergies, inflammatory bowel diseases, 

rheumatoid arthritis and type 1 and 2 diabetes. Supplementation with the prebiotic 

inulin can modulate the intestinal microbiota, favoring the increase of bacteria 

probiotics that, when metabolizing this fiber, produce short-chain fatty acids (SCFA), 

which are important in immunoregulation and maintenance of intestinal homeostasis. 

Thus, this study aimed to evaluate whether supplementation with the prebiotic inulin 

protects the development of DM1 in mice in the multiple dose model induced by 

streptozotocin (STZ). Additionally, we aimed to elucidate whether the beneficial effect 

is mediated by the modulation of the intestinal microbiota and SCFA production. 

Monitoring of clinical, metabolic and histopathological parameters was performed in 

diabetic mice supplemented or not with inulin. The animals supplemented with inulin 

had total protection against the development of DM1, since 100% of the animals did not 

develop the disease after administration of STZ (STZ+INU). After inulin 

supplementation, the animals exhibited body weight gain, improved glycemic control, 

reduced pancreatic inflammatory infiltrate and normalization of serum insulin levels 

compared to diabetic animals on standard diet (STZ+DP). The STZ+INU animals 

showed greater mucus production in the colon associated with the prevalence of genera 

Bifidobacterium, Clostridium cluster IV and Akkemansia muciniphila in the intestinal 

microbiota. In the cecal lymph node (LC) of STZ+INU animals, we observed a decrease 

in CD4+Foxp3+ Treg cells expressing CCR4+. In parallel, we demonstrated a 

significant increase in the gene expression of tolerogenic dendritic cell markers such as 

retinaldehyde dehydrogenase (Aldh1e2) and indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) 

enzyme, as well as increased production of butyrate in the fecal content of the colon of 



animals supplemented with inulin. In pancreatic tissue, we verified an increase in Treg 

Foxp3+CCR4+ cells and protein expression of CCL17. Together, our findings showed 

the efficacy of inulin supplementation as a nutritional intervention in the prevention of 

type 1 diabetes in an experimental model, through the migration of Treg cells via CCR4 

to the pancreas and high production of butyrate by the intestinal microbiota. 

Keywords: Type 1 diabetes, Immunoregulation, Prebiotic Inulin, Regulatory T cells 

(Treg), Intestinal microbiota. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Diabetes melito tipo 1: aspectos gerais 

O Diabetes melito tipo 1 (DM1) é caracterizado como uma doença autoimune 

que ocorre perda progressiva da autotolerância aos antígenos das células β-pancreáticas, 

o que leva à destruição seletiva destas células principalmente por linfócitos 

autorreativos ativados gerando inflamação nas ilhotas pancreáticas, processo conhecido 

como (insulite) (TSAI; SHAMELI; SANTAMARIA, 2008). Como consequência, 

ocorre a perda total ou parcial da produção de insulina e aumento nos níveis séricos de 

glicose, o que pode levar a uma série de complicações, como cetoacidose, falência 

renal, problemas cardiovasculares, cegueira (ATKINSON; EISENBARTH, 2001), 

maior permeabilidade intestinal (THAISS, 2018) dentre outros. 

O DM1 é uma das doenças crônicas mais comuns na infância e também tem sido 

diagnosticada cada vez mais em adultos  (CARDWELL et al., 2005). A incidência varia 

significantemente de acordo com a distribuição geográfica, sendo que, de forma geral, 

quanto maior a latitude da região (distância do equador), maior risco associado à 

doença. Com isso, quando um grupo de pessoas se muda de uma região de baixa 

incidência para uma área com alta incidência, o risco de desenvolver o DM1 também 

aumenta. No entanto, também são observadas variações em áreas de mesma latitude, 

sugerindo a influência de múltiplos fatores ambientais no desenvolvimento da doença 

(ROSENBAUER et al., 1999). Os países mais afetados são: Finlândia e Suécia com 

taxas anuais de 30 e 57 indivíduos afetados pela DM1 a cada 100 mil habitantes, já os 

países com menor incidência da doença estão localizados na America do Sul, como por 

exemplo, a Venezuela com taxas de 0,1/100.000 habitantes (KARVONEN, 2006; 

PATTERSON, C. et al., 2014). 

 Apesar da exata etiologia da doença permanecer desconhecida, já está claro que 

o seu desenvolvimento se dá em indivíduos suscetíveis geneticamente, afetados por 

determinados fatores ambientais, os quais funcionam como gatilhos. Isso pode ser 

evidenciado em estudos com gêmeos monozigóticos, nos quais a concordância da 

doença é observada nos dois em cerca de 50% dos casos, enquanto nos outros 50% um 

dos dois manifesta a doença, enquanto o outro não (KYVIK; GREEN; BECK-
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NIELSEN, 1995) Outra evidência da influência de fatores ambientais na doença é o fato 

da incidência do DM1 ter aumentado consideravelmente nos últimos 30 anos 

(PATTERSON, C. C. et al., 2009). Isso sugere que os fatores ambientais que 

desencadeiam o início da patologia estão afetando cada vez mais os indivíduos 

geneticamente suscetíveis (GREEN; PATTERSON, 2001) tendo em vista que este 

rápido crescimento não pode ser explicado somente pela transmissão de haplótipos de 

suscetibilidade de uma geração para outra (GILLESPIE et al., 2004). Portanto, pode-se 

dizer que os genes envolvidos não operam sozinhos, mas são influenciados pela ação 

dos outros fatores, de forma que o grau de risco de um fator é influenciado pela 

presença ou falta de outro (ANAYA et al., 2016). 

Atualmente mais de 50 loci de suscetibilidade à DM1 foram identificados. No 

entanto, os que apresentam maior odds ratio (razão de possibilidade) são os genes do 

HLA de classe II (Human leukocyte antigen) para haplótipos específicos  (ERLICH et 

al., 2008), seguidos de polimorfismos na região promotora do gene da insulina. Além 

desses, apenas outros dois genes, PTPN22 (fosfatase linfóide) e IL2RA (cadeia alfa do 

receptor de IL-2) têm reportado uma odds ratio consistente e relevante nos diversos 

estudos publicados nos últimos anos (POCIOT et al. 2010). Porém, para alguns 

pesquisadores, o gene da molécula CTLA-4 também é fortemente considerado(VAN 

BELLE, Tom L.; COPPIETERS; VON HERRATH, 2011a). 

Dentre os fatores ambientais, alguns que explicariam o aumento na incidência da 

DM1 são, por exemplo, determinadas infecções virais (geralmente por enterovírus) 

(COPPIETERS et al., 2012; HOBER; SAUTER, 2010), deficiência de vitamina D 

(TAKIISHI et al., 2010) consumo de uma dieta típica da sociedade ocidental (rica em 

açúcar e gordura, pobre em fibras) (MENZEL et al., 2015) dieta contendo glúten 

(BARERA et al., 2002; WESTERHOLM-ORMIO et al., 2003), desequilíbrio da 

microbiota intestinal (VAARALA, 2012a), entre outros. Interessantemente, esses 

fatores de risco surgiram como consequência das mudanças dos hábitos que ocorreram 

com a industrialização(ROOK; RAISON; LOWRY, 2012). Isso pode ser verificado 

através da hipótese da higiene (STRACHAN, 1989) e estudos mais recentes que 

adicionam outros fatores a essa hipótese, como a microbiota intestinal e a vitamina D. É 

importante ressaltar isso, pois essas hipóteses parecem contribuir para elucidação da 

crescente incidência da DM1 e de outras doenças autoimunes nos últimos anos 
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(BARBEAU; BASSAGANYA-RIERA; HONTECILLAS, 2007; CLARK; MACH, 

2016) 

Sabe-se que a DM1 possui uma fase assintomática, que pode durar de meses a 

anos, seguida da fase sintomática (INSEL et al., 2015). Vários modelos foram propostos 

para o desenvolvimento da doença a fim de tentar integrar os riscos genéticos e 

ambientais que culminam nas características imunológicas das fases pré-clínica e clínica 

verificadas nos indivíduos (EISENBARTH, 1986). Um dos modelos mais aceitos 

sugerem que um desequilíbrio entre a ação das células T efetoras (Teff) autorreativas e 

células T reguladoras (Tregs) ocorreria a partir da coocorrência de fatores genéticos e 

ambientais, o que eventualmente levaria a um declínio da massa das células β-

pancreáticas. Deste modo, ocorre o processo de autoimunidade nas ilhotas pancreáticas, 

porém esse efeito pode ser balanceado pela resposta proliferativa das células β, o que 

leva a uma normalização temporária da glicemia (fase denominada como “lua de mel”) 

(BONIFACIO et al., 1999; VAN BELLE; COPPIETERS; VON HERRATH, 2011).  

1.2 Modelos experimentais para DM1: camundongos NOD e induzidos por STZ 

O entendimento da genética, etiologia e patogênese do DM1 foi possível pela 

criação de modelos experimentais no início dos anos 80, principalmente através do non-

obese diabetic mouse (NOD). Este modelo surgiu através de cruzamentos repetitivos 

entre irmãos com a intenção de gerar camundongos propensos a desenvolver catarata. 

Porém, no meio do processo observaram que uma linhagem desenvolveu diabetes de 

maneira espontaneamente (MAKINO et al., 1980).  E depois disso, foi observado que a 

diabetes desenvolvida neste modelo possuía grandes semelhanças com o DM1 em 

humanos (KIKUTANI; MAKINO, 1992; SHODA et al., 2005) 

Uma dessas semelhanças é o fato destes camundongos possuírem um 

determinado haplótipo de HLA, que é o principal fator genético que contribui para a 

suscetibilidade da doença (WICKER; TODD; PETERSO, 1995). Curiosamente, uma 

das características deste haplótipo é haver um ácido não aspártico na posição 57 da 

cadeia beta da molécula I-A (KANAGAWA et al., 1998). Essa substituição também é 

vista na cadeia beta do haplótipo DQ humano, presente num loci de suscetibilidade ao 

DM1 (TODD, 1990). Outra característica do NOD é que a incidência da doença 

depende fortemente do local onde os camundongos estão sendo mantidos, sendo maior 
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em locais relativamente livres de colonização por microrganismos, mas drasticamente 

menor em locais convencionais (SINGH; RABINOVITCH, 1993). 

Em relação às características imunológicas, foi observado que o 

desenvolvimento do diabetes nestes animais começa aproximadamente com 5 semanas 

de vida, com uma insulite inicial, caracterizada por um agregado leucocitário na 

periferia das ilhotas pancreáticas e também um infiltrado linfocítico. Essas populações 

consistem em linfócitos TCD4+, seguido de linfócitos TCD8+, de macrófagos e 

linfócitos B em menores números (ZHANG, S. et al., 2010). Em especial, foi 

demonstrado que essas células T são predominantemente autorreativas a insulina 

(WEGMANN; EISENBARTH, 2000), mas também são autorreativas a outros 

antígenos, como o GAD65 (glutamato descarboxilase) (VON BOEHMER; 

SARUKHAN, 1999). Adicionalmente, foi observada a presença dessas células T 

autorreativas no baço, nas ilhotas pancreáticas e no linfonodo pancreático dos animais. 

Camundongos transgênicos SCID (severe combined immunodeficiency) ou RAG KO 

(knockout) (ausência de linfócitos) expressando os TCRs de linfócitos diabetogênicos 

do NOD desenvolveram diabetes. Também foi mostrado que há uma progressiva 

diminuição na proporção de Treg/Teff nas ilhotas pancreáticas, mas não nos linfonodos 

pancreáticos (TANG et al., 2008). Portanto, apesar das limitações, o NOD é um dos 

melhores modelos para estudar o DM1. 

Enquanto o NOD consiste em um modelo espontâneo, e possível induzir 

camundongos a desenvolverem o DM1 a partir da administração i.p de estreptozotocina 

(STZ). A STZ é um análogo a N-acetilglucosamina isolada do Streptomyces 

achromogene, sendo este composto muito similar à glicose e possui baixa afinidade ao 

GLUT2 (transportador de glicose 2). Por conta disso, ele chega ao interior das células β-

pancreáticas e exerce efeitos citotóxicos. Essas células apresentam alta expressão do 

GLUT2, mas células renais, hepáticas e epiteliais intestinais também expressam em 

menores quantidades. Assim sendo, também ocorre certa toxicidade nesses tecidos 

(DUFRANE et al., 2006). A dose e a frequência neste modelo experimental são 

extremamente importantes, uma vez que altas doses induzem diabetes fulminante 

(WOOD; RAO; FREY, 1999). No regime de múltiplas doses com baixas concentrações, 

a toxicidade aguda nas células β não é observada, mas a tolerância para antígenos das 

ilhotas é abolida, tendo como resultado tanto o desenvolvimento de uma resposta 
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humoral com a produção de anticorpos (HEROLD et al., 1995) quanto uma resposta 

celular mediada por linfócitos T autorreativos específicos para antígenos das células β 

(HORWITZ et al., 2002). Portanto, esse modelo possibilita o estudo sincronizado de 

grupos experimentais e em menor tempo do que nos camundongos NOD, sendo mais 

viável testar uma hipótese primeiramente no modelo induzido por STZ e posteriormente 

validar no NOD (VAN BELLE, T. L.; TAYLOR; VON HERRATH, 2009) 

1.3 Linfócitos T reguladores e linfócitos T efetores: geração, caracterização e 

função no DM1 

Como citado anteriormente, o DM1 se desenvolve principalmente a partir do 

desequilíbrio das respostas de linfócitos T reguladores e linfócitos T efetores 

autorreativo (VAN BELLE, Tom L.; COPPIETERS; VON HERRATH, 2011). Tendo 

isso em vista, é importante entender algumas das possíveis origens e funções desses 

linfócitos e como o desequilíbrio entre essas populações celulares culmina na 

autoimunidade. 

Há quatro categorias de tolerância imune que poderiam proteger as células β da 

destruição por linfócitos autorreativos: seleção negativa durante o desenvolvimento 

tímico, ignorância imunológica, anergia e supressão por linfócitos T reguladores CD25+ 

(IL2RA) tímicos (naturais) e periféricos (induzidos) expressando o fator de transcrição 

Foxp3. Como o desenvolvimento do DM1 é lento e desencadeado por fatores 

ambientais, parece razoável investigar a influência das Tregs nessa patologia, já que a 

geração dessas células depende fortemente do microambiente na qual elas se encontram 

e este microambiente também é intensamente influenciado por fatores ambientais 

(BURRACK; MARTINOV; FIFE, 2017), além do já conhecido envolvimento de ambas 

populações dessas células na prevenção de diversas disfunções, como outras doenças 

autoimunes, alergias, lesões relacionadas a infecções e rejeição a transplantes, sendo 

tudo isso possível através da supressão de linfócitos T efetores e de outras células 

adaptativas e inatas  (SAKAGUCHI, 2004). Isso demonstra a relevância das Tregs no 

controle da resposta imune a antígenos próprios e não próprios (SGOUROUDIS; 

PICCIRILLO, 2009).  

As Tregs naturais surgem no timo através do reconhecimento de autoantígenos e 

constituem cerca de 2-10% das células TCD4+ totais, enquanto as periféricas adquirem o 
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perfil característico de Treg fora do timo ao serem expostas a determinados mediadores 

solúveis, como IL-2, IL-10 e TGF-β, ou através da interação com APCs em 

determinados microambientes (BENOIST; MATHIS, 2012). As Tregs podem exercer 

seus mecanismos inibitórios de diversas formas e isso é condicionado por determinados 

elementos, como especificidade, localização e ações efetoras, os quais refletem as 

características intrínsecas dessas células. Por exemplo, a especificidade do TCR destas 

células é essencial para inibir células que apresentam antígenos cognatos, promovendo 

morte direta de linfócitos B e células dendríticas nestas situações. Também é essencial 

para supressão bystander de células vizinhas reconhecendo o mesmo antígeno(SUFFIA 

et al., 2006).  

Em relação à localização, as Tregs podem influenciar o desenvolvimento das 

Teffs em diversos pontos de ativação: ativação inicial nos linfonodos, durante a 

migração para os órgãos-alvo ou no sítio de inflamação. A especificidade do TCR pode 

contribuir para a migração aos locais de inflamação, mas isso é influenciado 

principalmente pela expressão de determinados receptores de quimiocionas (WEI et al., 

2006). Por exemplo, o CXCR5 é expresso por Tregs que controlam os centros 

germinativos, enquanto o CCR9+ e o CX3CR1 são necessários para as Tregs se 

expandirem na lâmina própria intestinal (HADIS et al., 2011; LINTERMAN et al., 

2011). Também expressão o receptor de CCR4+ respondendo as quimiocinas CCL17 e 

CCL22 preferencialmente, desempenhando papel importante no trafego dessas células 

para os linfonodos drenantes, sendo crítico para a função supressora in vivo (YUAN et 

al., 2007). 

As estratégias efetoras dessas células resumem-se a liberação de citocinas anti-

inflamatórias (IL-10, TGFB, IL-35), privação de IL-2 (importante fator de crescimento), 

morte direta através de granzimas, supressão da maturação de DCs, ausência de ligação 

a moléculas coestimulatórias de APCs, entre outras. Essa ampla diversidade de 

mecanismos efetores reflete a variedade de células alvos e traz também a possibilidade 

de que o defeito das Tregs em determinadas doenças autoimunes seja devido apenas a 

algum desses mecanismos em vez de uma diminuição geral no seu número ou atividade 

geral (SCHMIDT; OBERLE; KRAMMER, 2012). Por exemplo, inibição da 

diferenciação e maturação das DCs é particularmente importante no contexto da 

autoimunidade e na tolerância a antígenos próprios. De acordo com ARANOW (2011), 
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de fato a apresentação de antígenos por DCs madura facilita uma resposta imune contra 

o antígeno, enquanto a apresentação de um antígeno por DCs imaturas facilita a 

tolerância. Antígenos próprios são abundantes em um estado normal de morte 

fisiológica das células, no entanto, a apresentação desses antígenos frequentemente é 

feita por DCs imaturas, de forma que a tolerância aos antígenos próprios seja mantida. 

 É importante ressaltar que essas células normalmente expressam o Foxp3 de 

forma estável durante toda a vida de um camundongo, porém essa estabilidade pode ser 

alterada dependendo do microambiente que a célula se encontra, levando a uma menor 

expressão deste fator e podendo perder sua capacidade supressora, como na ausência de 

IL-2, por exemplo(RUBTSOV et al., 2010). Apesar disso, também há relatos de células 

CD4+CD25-Foxp3+ com atividade supressora (BONELLI et al., 2009). Além disso, 

tem sido mostrado que algumas Teffs podem expressar o Foxp3 de forma 

transitória(POLANSKY et al., 2010). Adicionalmente, essas ocorrências podem levar à 

geração de células Foxp3 produtoras de IL-17, que não possuem atividade supressora, 

mas sim, inflamatória (ZHOU; CHONG; LITTMAN, 2009; ZIEGLER, 2007). Tendo 

isso em vista, a melhor maneira de discriminar células T reguladoras eficientemente 

supressivas é através da desmetilação de determinadas regiões do locus do Foxp3 

(TSDR: Treg-specific demethylated region) (FLOESS et al., 2007). 

Em relação às células T efetoras participantes na DM1, elas podem ser divididas 

em quatro grupos principais: TCD8+, Th1, Th17 e Tfh (follicular T-helper) (ARIF et 

al., 2014; FERREIRA et al., 2015; PUGLIESE, 2017). Esses linfócitos possuem TCRs 

que podem reconhecer múltiplos antígenos, podendo ser específicos para diversos 

peptídeos derivados das ilhotas pancreáticas, o que leva um perfil único em cada 

indivíduo com DM1. Essa diversidade de respostas efetoras juntamente à expansão 

oligoclonal de linfócitos contendo determinados TCRs levou ao conceito de “foco 

determinante”, no qual uma resposta inicial fortemente diversa de células T é 

progressivamente restringida pela expansão seletiva de determinados linfócitos efetores 

dominantes durante o desenvolvimento da doença (NEPOM, 2003) A maneira que cada 

Teff se expande provavelmente depende fortemente de aspectos altamente variáveis 

dentre os indivíduos, como a densidade do antígeno, o processamento do antígeno, 

outras moléculas de HLA, entre outros. Alguns estudos também relataram Teffs que 

reconheciam autoantígenos das ilhotas modificados por mudanças pós traducionais, o 
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que sugere que uma mudança no repertório de antígenos acontece ao longo do tempo, 

podendo contribuir para a variabilidade de determinados padrões imunodominantes 

(MANNERING et al., 2005; VAN LUMMEL et al., 2014). 

Os linfócitos T efetores se desenvolvem nos órgãos linfóides secundários após 

interagirem com alguma célula apresentadora de antígenos. Dependendo do estímulo 

originado dessa interação e das citocinas contidas no microambiente, o linfócito passa a 

expressar fatores de transcrição específicos de cada perfil efetor juntamente à produção 

de determinadas citocinas, sendo caracterizados da seguinte forma: Th1 expressa o fator 

de transcrição T-bet e produz IL-2 e IFN-y (PECK; MELLINS, 2010); Th17 expressa 

RORyT e RORc e produz IL-17A e IL-17F (FIGUEIREDO; SCHUMACHER, 2016; 

IVANOV et al., 2006) Tfh expressa CXCR5 e BCL6 e produz IL-21, estando 

fortemente relacionado com a produção de anticorpos de alta afinidade e troca de 

isotipos  (CROTTY, 2011; KIM, C. H. et al., 2001) por fim linfócitos TCD8+ 

caracterizam-se diferentemente das outras células efetoras, interagir com MHC-I, além 

de expressar eomesodermina (T-box 2) e T-bet, e produzir INF-y (COX; 

HARRINGTON; ZAJAC, 2011). 

Na DM1, ainda há uma investigação inacabada sobre a origem do efeito de 

desequilíbrio de respostas T reguladoras e autorreativas. Antigamente os pesquisadores 

acreditavam que isso acontecia devido a uma diminuição no número de células T 

reguladoras nos indivíduos doentes (KUKREJA et al., 2002), porém posteriormente 

outros estudos demonstraram níveis normais de células expressando Foxp3 (BRUSKO 

et al., 2007; PUTNAM et al., 2009). Contudo, esses estudos não considerarem a 

heterogeneidade de células expressando Foxp3, nem todas sendo efetivamente 

supressoras.  

1.4 Mucosa intestinal e a microbiota: características estruturais, fisiológicas e 

evidências na DM1 

 A mucosa intestinal possui quatro tipos de barreiras que apresentam a função de 

defender o corpo humano de patógenos do meio ambiente. Essas barreiras são: barreira 

mecânica, química, imune e biológica. A barreira mecânica é constituída principalmente 

por células epiteliais intestinais e junções do tipo tight. A junção tight (TJ) constitui a 

principal ligação entre as células epiteliais da mucosa intestinal. Também desempenham 
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um papel importante na manutenção da integridade da estrutura e função normal da 

barreira mucosa intestinal. Já a barreira química é composta pelos ácidos digestivos 

secretados, enzimas digestivas, lisozima, mucopolissacarídeos, glicoproteínas e 

glicolipídios. Com isso, essas substâncias estão envolvidas no processo de bacteriólise 

que possui a finalidade de conter bactérias patogênicas. O tecido linfoide associado ao 

intestino (GALT) e a imunoglobulina A secretora (SIgA), bem como algumas células 

especiais (como macrófagos, células natural killer e linfócitos intraepiteliais) constituem 

a barreira imunológica, que é uma garantia importante para a homeostase da imunidade 

intestinal afim de identificar os autoantígenos e antígenos exógenos para regular a 

resposta imune. Por fim, a barreira biológica é um microecossistema interdependente e 

inter-relacionado composto principalmente da microbiota intestinal residente, entre os 

quais os anaeróbios obrigatórios são a comunidade bacteriana dominante. A barreira 

mucosa intestinal é uma barreira constituída entre o organismo e o meio ambiente. 

Essas quatro barreiras têm estruturas distintas e mecanismos reguladores, onde cada um 

desempenha um papel diferente na função biológica. A barreira mucosa intestinal pode 

efetivamente manter o equilíbrio entre os fatores pró e anti-inflamatórios além de 

impedir que microorganismos patogênicos entrem nos tecidos, conseguindo manter o 

corpo saudável (ANTONI et al., 2014; ARRIETA; BISTRITZ; MEDDINGS, 2006; 

FARHADI et al., 2003; LUISSINT; PARKOS; NUSRAT, 2016). 

 A associação entre desequilíbrio da microbiota intestinal (disbiose) e ruptura da 

barreira intestinal é considerado um dos fatores responsáveis para o desenvolvimento de 

diversas doenças autoimunes como o DM1 (SHIVAJI, 2017).  Estudos com 

camundongos NOD do tipo germ free introduziram o conceito de que a microbiota 

intestinal interfere no desenvolvimento do DM1, já que estes apresentam maior 

predisposição à doença (MORDES et al., 2004). Sendo assim, é concebível que a 

infecção com micobactérias ou estímulo com antígenos bacterianos atrase o 

estabelecimento de DM1 em camundongos NOD (QIN; SINGH, 1997; SAÏ; 

RIVEREAU, 1996). Entretanto, outro estudo comprovou que a incidência do DM1 em 

camundongos NOD fêmeas não necessariamente é afetada por condições “germ-free”. 

Ao contrário, este estudo mostrou que a inoculação de uma bactéria Gram positivas 

aeróbica (Bacillus cereus) promove resistência ao DM1 ao invés de um microambiente 

bacteriano em especial (KING; SARVETNICK, 2011). Também foi demonstrado que 
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este efeito protetor é conferido pela alta produção de TGF-β (ALYANAKIAN et al., 

2006) . A capacidade do TGF-β em induzir a diferenciação de linfócitos Treg é uma 

explicação plausível para seu efeito imunomodulador no DM1, uma vez que essas 

células estão envolvidas na tolerância periférica aos auto-antígenos pancreático. 

1.5 Papel da dieta e das fibras alimentares na microbiota intestinal 

 A capacidade da dieta em modificar a microbiota intestinal de humanos e outros 

mamíferos foi amplamente estudada, sendo que os estudos indicam que a composição 

da dieta, a ingestão alimentar habitual e as mudanças dietéticas agudas impactam as 

comunidades microbianas no intestino (MUEGGE et al., 2011). De modo especial em 

humanos, os padrões alimentares habituais estão associados a alterações na composição 

da microbiota intestinal do indivíduo, podendo sofrer rápidas mudanças de acordo com 

o consumo de macronutrientes e fibras alimentares (WU et al., 2011). Notavelmente, 

mudanças na diversidade bacteriana e na produção de produtos finais fermentados, tais 

como acetato e butirato foram detectados nas fezes em apenas 24 horas em humanos 

que consumiram uma dieta rica em fibras (> 30 gramas/dia) quando comparado à dieta a 

base de carne que era essencialmente desprovida de fibras (DAVID et al., 2014). 

 A Organização Mundial da Saúde (WHO, 2003) junto à Organização das Nações 

Unidas para Alimentação e Agricultura (FAO), após o reconhecimento da ingestão 

inadequada de fibras alimentares, recomendaram o consumo diário ≥ 25 gramas/dia a 

fim de prevenir doenças não transmissíveis. No Brasil, alguns autores avaliaram que a 

disponibilidade de fibras alimentares na dieta das famílias é insuficiente (entre 9,9 e 

21,4 gramas/dia) e que famílias de menor renda e que residem em áreas rurais 

apresentavam maior disponibilidade de fibras na dieta em comparação àquelas com 

maior renda e urbanas (SARDINHA et al., 2014). Adicionalmente, SANTOS et al., 

(2016) observaram uma baixa quantidade de indivíduos com consumo adequado de 

fibras alimentares (2,0%) e ingestão média diária de 13,1 gramas. 

 Estudos pré-clínicos em modelos experimentais demonstram que o consumo de 

fibras solúveis e fermentáveis aumenta a diversidade microbiana em relação aos 

camundongos alimentados com dietas desprovidas dessas fibras, e isso se reproduz ao 

longo das próximas gerações (SONNENBURG et al., 2016). Também foi demonstrado 

em humanos que a ingestão de fibras alimentares e grãos inteiros foi capaz de aumentar 
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a diversidade bacteriana da microbiota intestinal (TAP et al., 2015). É importante 

mencionar que a baixa quantidade de fibras alimentares na dieta ocidental é considerada 

um fator que causa a diminuição da diversidade microbiana intestinal humana e está 

correlacionado com o aumento de doenças crônicas não transmissíveis, como a 

obesidade, doenças cardiovasculares, diabetes tipo 2 e câncer de cólon (HILLS et al., 

2019). 

1.6 Prebiótico Inulina e seus efeitos no colón intestinal 

 Prebióticos são definidos como componentes alimentares seletivamente 

fermentados que alteram a configuração e/ou a atividade da microbiota gastrointestinal 

conferindo efeitos benéficos no intestino e servindo como fonte de alimento para os 

probióticos (GIBSON et al., 2004). Nesse contexto, a inulina é um polissacarídeo da 

frutose com uma unidade de glicose terminal de origem vegetal solúvel em água 

pertencente ao grupo de carboidratos não digeríveis chamados 

frutanos(WICHIENCHOT et al., 2011). Alguns alimentos são fontes naturais de 

inulina, como por exemplo: alcachofra, chicória, aspargos, cebola, banana, alho e trigo 

(ROBERFROID, 2007). Já na indústria, a inulina é mais comumente extraído da 

chicória sendo amplamente utilizada na indústria de alimentos processados podendo 

substituir gorduras e açúcares, conferindo características desejáveis aos alimentos (VAN 

BEKKUM; RÖPER; VORAGEN, 2007).  

 O uso do prebiótico inulina é importante para manter a saúde do colón intestinal, 

melhorando funções fisiológicas e imunológicas contribuindo na melhora de infecções 

agudas, diarreia, constipação intestinal e em doenças inflamatórias intestinais 

(SALMINEN et al., 1998). Diante disso, seus efeitos nas doenças inflamatórias 

intestinais em modelos animais vem sendo amplamente investigado. A colite é uma das 

doenças inflamatórias intestinais mais estudadas, sendo que em modelos induzidos por 

dextrano sulfato de sódio (DSS) ou ratos transgênicos que desenvolvem a doença de 

maneira espontânea (HLA-B27), a administração oral de inulina ocasionou alteração do 

perfil inflamatório, reduzindo IL-1β, aumentando TGF-β e favorecendo o aumento de 

bactérias benéficas no intestino, como as dos gêneros Lactobacilos e Bifidobactérias 

(HOENTJEN et al., 2005; VIDELA et al., 2001). 
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1.7 Ácidos Graxos de cadeia curta e suas funções na mucosa intestinal  

 Os ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) são produzidos pela fermentação 

bacteriana de fibras alimentares não digeríveis nos intestinos, sendo os principais 

AGCC: acetato, propionato e butirato (KOH et al., 2016a). Foi demonstrada que uma 

dieta rica em fibras alimentares  é capaz de gerar entre 400-800 mmol de AGCC por 

dia, o que equivale a 10 g de fibra alimentar (CANFORA; JOCKEN; BLAAK, 2015).  

Após a produção, os AGCC, são absorvidos pelas células epiteliais do intestino 

entrando na corrente sanguínea por meio das veias mesentéricas superior e inferior. 

Logo, entram na corrente sanguínea, afetando o metabolismo e a função dos tecidos 

periféricos como tecido adiposo, músculo esquelético e fígado (BLOEMEN et al., 

2009). 

 A capacidade dos AGCC em modular funções de diferentes tecidos é um fator 

chave para regular distúrbios metabólicos e imunológicos, principalmente por meio da 

inibição de histonas desacetilases e da ativação de receptores acoplados a proteína G, 

como GPR41, GPR43 E GPR109a (PARADA VENEGAS et al., 2019). Com isso, os 

AGCC influenciam nas respostas autoimunes sistêmicas agindo em diferentes etapas do 

processo de inflamação regulando a função efetora de vários tipos de células imunes, 

alterando a expressão gênica, diferenciação, quimiotaxia, proliferação e apoptose 

(HAGHIKIA et al., 2015; THORBURN; MACIA; MACKAY, 2014). Baseado nessas 

evidências, o uso da suplementação com o prebiótico inulina como estratégia de 

modulação da microbiota intestinal em animais diabéticos e consequente produção de 

AGCC, pode ser um fator chave no controle do desenvolvimento da doença, 

melhorando seus aspectos clínicos, metabólicos e imunológicos. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS  

2.1 Animais 

Foram utilizados camundongos C57BL/6 Foxp3-GFP machos selvagens (wild 

type – WT), entre 8 a 10 semanas de idade, pesando entre 20 e 25 gramas, divididos da 

seguinte forma: grupo 1 animais WT controles, que receberam a ração padrão  e a 

administração do veículo citrato de sódio (WT+VH+DP); grupo 2 animais WT, que 

receberam a dieta padrão e a administração da STZ (WT+STZ+DP); grupo 3 animais 

WT controles, que receberam a dieta com 10% de inulina e administração do veículo 

citrato de sódio (WT+VH+INU) e o grupo 4 animais WT, que receberam a dieta com 

10% de inulina e a administração da STZ (WT+STZ+INU). Os animais foram 

suplementados com a dieta padrão ou contendo 10% de inulina uma semana antes e 2 

semanas depois da primeira adminsitração do VH ou STZ. Todos os procedimentos 

realizados estão de acordo com os princípios propostos pelas normas do Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e aprovado pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade de São Paulo, 

Protocolo nº 146/2020.  

2.2 Composição nutricional das dietas Inulina e Padrão 

A composição das diferentes dietas utilizados neste estudo estão listados na 

tabela 1. Os valores de cada item correspondem a quantidade em gramas para a 

produção de um total de 1 kg de ração. 

 

 

 

 

 

Tabela 1. Tabela nutricional das dietas Inulina e Controle (Padrão) 
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2.3 Indução da DM1 e monitoramento da glicemia 

Os animais receberam cinco injeções i.p. diárias de STZ na concentração final 

de 40 mg/kg de peso do animal em solução de citrato de sódio 0.1 M, pH=4,5. A 

glicemia foi avaliada nos dias 0, 5, 10 e 15 dias após o esquema de administração da 

STZ ou VH. Para tal, uma gota de sangue foi retirada da base da cauda de cada animal e 

a taxa de glicose foi quantificada no aparelho Prestige LX (Prestige Smart System) após 

os animais permanecerem 6 horas em Jejum, sendo considerado diabéticos, os animais 

que apresentarem pelo menos duas glicemias consecutivas acima de 200mg/dL. 

2.4 Imunohistoquímica 

Os cortes histológicos de 4 μm foram incubados com tampão citrato/ácido 

cítrico (pH=6) 2 vezes durante 5 minutos no microondas para exposição dos antígenos 

de superfície celular. As amostras foram incubadas com anticorpo primário para as 

moléculas de interesse. Após o período de incubação as amostras foram lavadas com 

PBS/Tween e incubadas com anticorpo secundário anti-IgG de coelho marcado com 

biotina (Vector, VA, USA). Por fim, foi realizado o tratamento com o substrato DAB 

(Research Genetics) e contra-coloração com hematoxilina.  

2.5 Análise histopatológica 

A avaliação histopatológica do infiltrado inflamatório no pâncreas foi realizada 

após coloração com hematoxilina e eosina (HE) de amostras fixadas em 

PBS/formaldeído 10%. Foram analisadas em média de 120 ilhotas por grupo, que 

receberam um escore baseado no nível do infiltrado inflamatório, sendo classificadas 

em: sem insulite, peri-insulite, moderada ou insulite invasiva. 

2.6 Marcação para muco com ácido periódico de Schiff (PAS) 

Os cortes histológicos do colón intestinal foram desparafinizados com Xilol e 

cobertos com Ácido periódico a 0,5% por 15 minutos.  Após isso, foram lavados com 

água destilado por 5 minutos e cobertos com o reativo de Schiff por 30 minutos.  
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2.7 Avaliação de leucócitos por citometria de fluxo (FACS).  

A análise quantitativa e fenotípica de células extraídas dos linfonodos 

pancreáticos e cecal foi realizada por citometria de fluxo. Após digestão enzimática das 

amostras, foram identificados e quantificados leucócitos presentes nestes linfonodos dos 

camundongos. Para caracterização fenotípica das células T reguladoras e linfócitos 

TCD4 e TCD8, foi avaliada a expressão dos seguintes marcadores respectivamente: 

CD3, CD4, Foxp3 e CCR4 - CD3, CD4 e CD69 e CD3, CD8 E CD69. Também foi 

realizada a marcação e caracterização fenotípica de células dendríticas com os seguintes 

marcadores: CD11b, CD11c, F4/80, MHCII e CD103. As células foram lavadas e 

ressuspensas em Fc block (para bloquear ligações inespecíficas) por 30 minutos a 4°C e 

em seguida com 1.0 μg de anticorpos monoclonais específicos para os marcadores 

determinados acima e conjugados com os determinados fluorocromos por 30 minutos à 

4ºC. Após incubação com os anticorpos, as amostras foram lavadas 2 vezes com PBS-

BSA e centrifugadas a 250 x g por 10 minutos. Os leucócitos foram adquiridos em 

FACS Canto II (Becton & Dickson®, San Jose, CA, USA) e as análises foram feitas 

usando o software FlowJo (Treestar®). 

2.8 Extração do RNA e construção do cDNA 

A extração do RNA total das amostras do colón intestinal e linfonodo cecal 

foram realizadas utilizando-se kit de extração de RNA (Promega) de acordo com as 

recomendações do fabricante. As amostras de RNA foram suspensas em 50μl de água 

deionizada e livre de Rnase, sendo então armazenadas a –80 C. A concentração de RNA 

foi determinada utilizando-se o aparelho NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, 

USA). A construção do cDNA foi realizada a partir da padronização das amostras de 

RNA na concentração de 1 µg e a conversão em cDNA foi realizada utilizando o High 

capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, USA) segundo as 

recomendações do fabricante. 

2.9 Reação de PCR em tempo real 

A expressão quantitativa dos genes das moléculas GPR41, GPR43, GPR109a, 

Foxp3, CCR4, Aldh1a2, IDO-1, Muc-1, Muc2, IL-22, ZO-1 e CCL17 foram analisados 

por PCR em tempo real, utilizando o sistema SYBR Green em um aparelho GeneAmp 
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7700 (Applied Biosystems, USA). O cDNA sintetizado a partir do RNA mensageiro foi 

utilizado juntamente com reagente SYBR Green, como determinado pelo fabricante. A 

reação básica de amplificação foi realizada da seguinte maneira: 95º C 10 min, 95º 15 

segundos (Desnaturação), 60º C 30 segundos (Anelamento), 72º C 30 segundos 

(extensão), 95º C 15 segundos, 60º C 1 minuto, 95º C 15 segundos. 

2.10 Quantificação de citocinas por ELISA 

 As dosagens das citocinas IL-6, TGF-β, IL-10 e CCL17 nos tecidos pancreáticos 

foram analisadas pelo método de Elisa. A quantificação foi realizada nos homogenatos 

dos tecidos em solução contendo inibidores de protease, utilizando Kits específicos para 

tais dosagens, de acordo com as especificações do fabricante (Kits Biolegend). 

2.11 Quantificação de insulina por ELISA 

A dosagem de insulina foi quantificada no soro dos camundongos pelo método 

de ELISA utilizando kits específicos para tais dosagens, de acordo com as 

especificações do fabricante (Kits Alpco). 

2.12 Quantificação de ácidos graxos de cadeia curta por cromatografia gasosa 

As amostras fecais extraídas do cólon foram pesadas em tubos de 1,5 ml, 

trituradas e homogeneizadas em 100 µl de água destilada. Posteriormente, foram 

adicionados 40 mg de cloreto de sódio, 20 mg de ácido cítrico, 40 µl de ácido clorídrico 

1 M e 200 µl de butanol. Os tubos foram agitados em vórtex por 2 min e centrifugados a 

18.000 × g por 15 min. O sobrenadante foi transferido para microtubos e 1 µl foi 

injetado no cromatógrafo de gás. Para quantificar AGCC, uma curva de calibração para 

a faixa de concentração de 0,015–1 mg / ml foi construída. As análises cromatográficas 

foram realizadas usando um sistema Agilent 6850 com software ExChrom, equipado 

com um amostrador líquido automático 7683B, um detector de ionização de chama 

(DIC) (Agilent Technologies, EUA) e uma sílica fundida capilar RTX-WAX (Restec 

Corporation, EUA) com dimensões de 60 m × 0,25 mm de diâmetro interno (DI) 

revestido com uma camada de 0,15 µm de espessura de polietilenoglicol. A temperatura 

inicial do forno era de 100° C (2 minutos), que foi aumentada para 200° C a uma taxa 

de 15° C / min (5 minutos). A temperatura do DIC foi mantida a 260° C e as taxas de 
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fluxo de H2, ar e o gás de reposição N2 foram 35, 350 e 25 ml / min, respectivamente. 

Volumes de amostra de 1 µl foram injetados a 260 ° C usando uma proporção de 

divisão de aproximadamente 25: 1. O nitrogênio foi usado como gás de arraste a 25 ml / 

min. Essa técnica foi padronizada por (FELLOWS et al., 2018). 

2.13 Quantificação de bactérias intestinais por qPCR 

O DNA do conteúdo fecal foi obtido utilizando o kit DNeasy PowerSoil 

(Qiagen). A quantificação dos diferentes filos, gêneros e espécies bacterianas como: 

Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia, 

Clostridium Cluster IV, Clostridium Cluster XIVa, Bifidobacterium, Akkermansia 

muciniphila. Foi feita usando primers de genes rRNA 16S universal ou taxon-

específicos usando o PCR quantitativo (qPCR). As diferenças (ΔCT) entre os valores de 

CT (cycle threshold – ou ciclo limiar) de Eubacteria e grupos bacterianos específicos 

foram usadas para obter níveis normalizados de cada grupo bacteriano (2−ΔCT). A 

abundância relativa de cada grupo bacteriano foi obtida após normalização com os 

grupos controles. 

2.14 Imunofluorescência no tecido pancreático  

Para a reação de imunofluorescência, os tecidos pancreáticos foram congelados 

em uma mistura de álcool polivinílico, polietileno glicol diluídos em PBS (OCT-Tissue 

Tek) e cortados em criostato a 14 μm. Em seguida, as lâminas foram lavadas 2x com 

PBS. Após isso, foi realizado o bloqueio das ligações inespecíficas com uma solução de 

PBS 1x contendo BSA1% e Triton x100 a 0,2% por 1 hora. Foi utilizado o anticorpo 

CCR4-APC diluídos em PBS 1x contendo BSA1% e Triton x100 a 0,1% por 2 horas em 

temperatura ambiente. As lâminas foram lavadas 5x com PBS1x por 5 minutos cada 

lavagem. As lâminas foram montadas com DAPI/fluormount pingando uma gota na 

lamínula e vertendo a lâmina com o corte voltado para cima. 

2.15 Análise estatística 

As análises dos resultados obtidos foram realizadas por meio dos seguintes testes 

estatísticos: média ± erro padrão da média (EPM); análise de variância (ANOVA) 

seguida pelos pós teste de Tukey para experimentos contendo acima de 2 grupos ou 

Teste t para experimentos contendo apenas 2 grupos experimentais. Tais análises foram 
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realizadas no software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, 

EUA) e foram consideradas estatisticamente significativas as diferenças que 

apresentaram valores de P igual ou inferior a 0.05. 
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3.  OBJETIVOS  

3.1 Objetivo geral  

Avaliar o potencial efeito do prebiótico inulina na modulação da microbiota 

intestinal e na imunopatogenia do DM1 no modelo experimental induzido por STZ. 

3.2 Objetivos específicos 

3.2.1 Acompanhar os parâmetros clínicos e metabólicos associados à progressão do 

DM1;  

3.2.2 Determinar o escore do processo inflamatório (insulite) e o grau de destruição 

das ilhotas pancreáticas;  

3.2.3 Quantificar o hormônio insulina no soro como marcador de função das ilhotas 

pancreáticas no DM1; 

3.2.4 Avaliar a produção de citocinas pró e anti-inflamatórias, ácidos graxos de cadeia 

curta (AGCCs) no tecido pancreático, colón e conteúdo fecal; 

3.2.5 Quantificar e imunofenotipar as subpopulações de linfócitos Treg nos linfonodos 

pancreáticos (LPs) e cecal (LC); 

3.2.6 Analisar a expressão gênica de proteínas de junção celular, mucinas e marcação 

de muco no intestino (cólon); 

3.2.7 Correlacionar com a abundância relativa de bactérias da microbiota intestinal 

nas fezes em nível de filos, gêneros e espécies bacterianas. 
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4.  RESULTADOS 

4.1 A suplementação com inulina conferiu efeito preventivo contra o 

desenvolvimento do DM1 em camundongos após administração com STZ 

Inicialmente, notamos que a dieta com inulina (STZ+INU) se mostrou eficaz e 

melhorou consideravelmente os parâmetros clínicos e metabólicos do DM1 (Figura 1), 

impedindo a incidência da doença (Figura 1D) e mantendo os níveis glicêmicos 

menores comparado aos animais com dieta padrão que se tornaram hiperglicêmicos 

(STZ+DP) (Figura 1A, 1B e 1C). Também observamos que os animais que receberam a 

inulina tiveram ganho de peso, enquanto os animais que receberam o STZ+DP 

perderam peso ao final do experimento (Figure 1E). Em paralelo, analisamos o 

infiltrado inflamatório nas ilhotas pancreáticas e observamos que os animais que foram 

suplementados com inulina (STZ+INU) tiveram maior preservação das ilhotas 

pancreáticas e menor grau de insulite invasiva quando comparado com o grupo 

diabético após STZ (Figura 1G, 1H). Além disso, mostramos que esses animais 

apresentavam maior marcação para insulina em relação aos animais administrados com 

STZ que consumiram a dieta padrão (STZ+DP) por meio da técnica de 

imunohistoquímica (Figura 1G e 1I). Também observamos que os animais STZ+DP 

apresentaram redução significativa das concentrações de insulina sérica comparado aos 

animais VH+DP, porém houve aumento significativo da insulina nos animais STZ+INU 

(Figura 1J). 
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Figura 1. Parâmetros clínicos, metabólicos e histopatológicos do DM1 após suplementação com 

prebiótico inulina. (A) Cinética do nível glicêmico de camundongos WT com ou sem suplementação com 

inulina após administração do veículo (VH) ou estrepzotocina (STZ). (B) Dosagem da glicemia após 10 dias 

de STZ ou VH. (C) Dosagem da glicemia após 15 dias de STZ ou VH. (D) Incidência do DM1 em 

camundongos WT. (E) Variação do peso após STZ ou VH. (F) Consumo da ração controle ou inulina. (G, H 

e E) Marcação para insulina por imunohistoquímica, avaliação do escore de insulite pancreática ou 

morfometria das ilhotas pancreáticas marcadas para insulina. (J) Níveis séricos de insulina após 15 dias de 

desenvolvimento do DM1. Os resultados foram expressos como média ± SEM *, p<0,05 vs WT+VH+DP; Ⴕ, 

p<0,05 vs WT+VH+INU, #, p<0,05 vs WT+STZ+DP. O teste ANOVA one-way com post-teste de Tukey 

foi usado para análise estatística. 

 

Figura 2. Porcentagem e número absoluto de linfócitos Treg CD4+Foxp3+ nos LP após suplementação 

com prebiótico inulina em animais administrados com STZ. (A) Representativo da população de células 

Treg CD4+ Foxp3+ nos LP. (B) Porcentagem de células Treg CD4+ Foxp3+. (C) Número absoluto de células 
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4.2 A suplementação com inulina ocasionou aumento da população de linfócitos 

Treg CCR4+ nos linfonodos pancreáticos (LP) e no pâncreas de animais após 

administração com STZ 

Ao realizar a imunofenotipagem por citometria de fluxo dos LP dos 

camundongos (Figura 2A), observamos que tanto o grupo STZ+DP quanto o grupo 

STZ+INU apresentaram aumento da porcentagem e número absoluto de células Treg 

Foxp3+CD4+ em relação aos seus respectivos controles VH+DP e VH+INU (Figura 2B 

e 2C). Porém, ao analisar as células Treg expressando o receptor CCR4, o qual está 

relacionado a migração de linfócitos para tecidos periféricos inflamados (Figura 3A), 

não encontramos diferenças estatísticas significantes na porcentagem (Figura 3B) 

podemos observar tendência de aumento das células Foxp3+CCR4+ nos LPs de 

camundongos WT+STZ+INU em relação aos WT+STZ+DP (Figura 3C). 
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Figura 2. Porcentagem e número absoluto de linfócitos Treg CD4+Foxp3+ nos LP após 

suplementação com prebiótico inulina em animais administrados com STZ ou VH. (A) Representativo 

da população de células Treg CD4+ Foxp3+ nos LP. (B) Porcentagem de células Treg CD4+ Foxp3+. (C) 

Número absoluto de células Treg CD4+Foxp3+. Os resultados foram expressos como média ± SEM *, 

p<0,05 vs WT+VH+DP; Ⴕ, p<0,05 vs WT+VH+INU; #, p<0,05 vs WT+STZ+DP. O teste ANOVA one-

way com post-teste de Tukey foi usado para análise estatística. 

 

 

Figura 27. Figura 3. Porcentagem e número absoluto de linfócitos Treg Foxp3+CCR4+ nos LP após 

suplementação com prebiótico inulina em animais administrados com STZ. (A) Representativo da 

população de células Treg Foxp3+CCR4+ nos LP. (B) Porcentagem de células Treg Foxp3+CCR4+. (C) 

Número absoluto de células Treg Foxp3+CCR4+. Os resultados foram expressos como média ± SEM *, 

p<0,05 vs WT+VH+DP; #, p<0,05 vs WT+STZ+DP; Ⴕ, p<0,05 vs WT+VH+INU. O teste ANOVA one-

way com post-teste de Tukey foi usado para análise estatísticaFigura 28. Porcentagem e número absoluto 

de linfócitos Treg CD4+Foxp3+ nos LP após suplementação com prebiótico inulina em animais 

administrados com STZ. (A) Representativo da população de células Treg CD4+ Foxp3+ nos LP. (B) 

Porcentagem de células Treg CD4+ Foxp3+. (C) Número absoluto de células Treg CD4+Foxp3+. Os 

resultados foram expressos como média ± SEM *, p<0,05 vs WT+VH+DP; Ⴕ, p<0,05 vs WT+VH+INU. O 

teste ANOVA one-way com post-teste de Tukey foi usado para análise estatística. 

 

 

Figura 29. Figura 3. Porcentagem e número absoluto de linfócitos Treg Foxp3+CCR4+ nos LP após 
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Figura 3. Porcentagem e número absoluto de linfócitos Treg Foxp3+CCR4+ nos LP após 

suplementação com prebiótico inulina em animais administrados com STZ ou VH. (A) 

Representativo da população de células Treg Foxp3+CCR4+ nos LP. (B) Porcentagem de células Treg 

Foxp3+CCR4+. (C) Número absoluto de células Treg Foxp3+CCR4+. Os resultados foram expressos como 

média ± SEM *, p<0,05 vs WT+VH+DP; Ⴕ, p<0,05 vs WT+VH+INU; #, p<0,05 vs WT+STZ+DP;. O 

teste ANOVA one-way com post-teste de Tukey foi usado para análise estatística 

 

 

Figura 51. Dosagem de quimiocinas no tecido pancreático e análise de células Foxp3+CCR4+ nas 

ilhotas pancreáticas após suplementação com prebiótico inulina em animais administrados com 

STZ. (A, B) Quantificação das quimiocinas CCL17 e CCL22 no pâncreas pelo método de ELISA. (C) 

Imunofluorescência confocal das ilhotas pancreáticas para células positivas para Foxp3 (verde) e do 

receptor CCR4 (vermelho). Os resultados foram expressos como SEM *, p<0,05 vs WT+VH+DP; Ⴕ, 

p<0,05 vs WT+VH+INU. O teste ANOVA one-way com post-teste de Tukey foi usado para análise 

estatística.Figura 52. Figura 3. Porcentagem e número absoluto de linfócitos Treg Foxp3+CCR4+ nos 

LP após suplementação com prebiótico inulina em animais administrados com STZ. (A) 

Representativo da população de células Treg Foxp3+CCR4+ nos LP. (B) Porcentagem de células Treg 

Foxp3+CCR4+. (C) Número absoluto de células Treg Foxp3+CCR4+. Os resultados foram expressos como 

média ± SEM *, p<0,05 vs WT+VH+DP; #, p<0,05 vs WT+STZ+DP; Ⴕ, p<0,05 vs WT+VH+INU. O teste 

ANOVA one-way com post-teste de Tukey foi usado para análise estatística 

 

 



41 

 

 

Interessantemente, a marcação de células Foxp3+CCR4+ nas ilhotas pancreáticas 

por microscopia confocal evidenciou que camundongos STZ+DP tiveram menor 

migração de células Foxp3+ CCR4+ (marcação em amarelo) em relação aqueles não-

diabéticos (VH+DP). Entretanto, nos animais STZ+INU houve um evidente 

restabelecimento do influxo desta população celular (marcação em amarelo) nas ilhotas 

pancreáticas (Figura 4A). Após observar o aumento das células Foxp3+CCR4+, também 

fomos dosar a quimiocina ligante de CCR4 (CCL17) no pâncreas dos animais por meio 

da técnica de ELISA. Apesar de não ser significativo, podemos verificar que os animais 

STZ+INU apresentaram elevação das concentrações de CCL17 no tecido pancreático 

(Figura 4E), em relação aos grupos STZ+DP e VH+INU. Desta forma, podemos inferir 

que a suplementação com insulina favoreceu a migração das células Foxp3+CCR4+ via 

CCL17 para o pâncreas desses animais. Em seguida, constatamos que os animais 

STZ+INU apresentavam aumento significativo da produção de citocinas anti-

inflamatórias como IL-10 e TGF-β comparados aos animais STZ+DP (Figura 4C e 4D). 

Porém, não observamos diferenças significativas na produção de IL-6 (Figura 4B). 

Esses achados indicam que os animais suplementados com inulina exibiram um 

ambiente antiinflamatório no pâncreas, o qual pode estar limitando a destruição das 

células beta produtoras de insulina nas ilhotas pancreáticas e conferindo proteção ao 

DM1. 
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Figura 4. Dosagem de quimiocinas e citocinas no tecido pancreático e análise de células 

Foxp3+CCR4+ nas ilhotas pancreáticas após suplementação com prebiótico inulina em animais 

administrados com STZ ou VH. (A) Imunofluorescência confocal das ilhotas pancreáticas para 

células positivas para Foxp3 (verde) e do receptor CCR4 (vermelho). (B-E) Quantificação de IL-6, 

TGF-b, IL-10 e CCL17 no pâncreas pelo método de ELISA.Os resultados foram expressos como SEM 

*, p<0,05 vs WT+VH+DP; Ⴕ, p<0,05 vs WT+VH+INU; #, p<0,05 vs WT+STZ+DP. O teste ANOVA 

one-way com post-teste de Tukey foi usado para análise estatística. 
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4.3 A suplementação com inulina inibiu o infiltrado inflamatório e aumentou a 

produção de muco no cólon de camundongos após administração com STZ 

Com o intuito de investigar como a suplementação com inulina interferiu no 

desenvolvimento do DM1, investigamos a organização estrutural e funcional do 

intestino (cólon) dos animais suplementados ou não com a inulina, já que este órgão 

recebe efeitos diretos da suplementação por ser o local de metabolização das fibras 

alimentares solúveis. Inicialmente, analisamos o comprimento do cólon intestinal dos 

animais (Figura 5A-5D), usando como referência alguns trabalhos mostrando que no 

contexto de inflamação intestinal ocorre a redução do comprimento do órgão (TIAN et 

al., 2019; ZHANG, L. et al., 2020). Entretanto, não foram observadas alterações entre o 

comprimento do cólon entre os grupos STZ+DP e STZ+INU (Figura 5E). Já ao analisar 

os cortes histológicos (Figura 5F) do colón dos animais diabéticos por coloração de 

hematoxilina e eosina (HE), observamos que os animais STZ+INU apresentaram menor 

infiltrada inflamatória intestinal e maior marcação de muco por ácido periódico de 

Schiff (PAS) (Figura 5G) em relação aos animais STZ não suplementados. 

Interessantemente, ao analisar a expressão genica de moléculas que poderiam estar 

envolvidas na melhora da inflamação intestinal (Figura 6A) dos camundongos 

STZ+INU, verificamos o aumento significativo da expressão gênica de MUC-1 (Figura 

6B) em relação ao grupo VH+INU, mas sem alteração na expressão de MUC-2 (Figura 

6C). De forma interessante, não observamos diferença na expressão de ZO-1, um 

marcador de permeabilidade intestinal, em comparação com camundongos que 

receberam ou não a suplementação. Em paralelo, detectamos aumento significativo da 

citocina IL-22 em ambos animais STZ+DP e STZ+INU comparados aqueles controles 

(VH+DP e VH+INU). Porém, não houve diferenças estatísticas entre os grupos STZ 

sem ou com suplementação (Figura 6F). Embora a expressão de CCL17 estar 

aumentada significativamente nos animais VH+INU, não detectamos alterações entre os 

animais STZ+DP e STZ+INU (Figura 6E), o que reforça a nossa proposição de que a 

migração das células Foxp3+CCR4+ está sendo direcionada para o pâncreas. 
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Figura 5. Histologia e produção de muco no cólon intestinal após suplementação com prebiótico 

inulina em animais administrados com STZ ou VH. (A-D) Foto macroscópica do cólon intestinal. (E) 

Análise do comprimento do cólon. (F) Fotomicrografia do cólon intestinal após coloração com HE.  

Expressão de muco após coloração com PAS. (G) Análise morfométrica das células marcadas com PAS. 

Os resultados foram expressos como média ± SEM *, p<0,05 vs WT+VH+DP; #, p<0,05 vs 

WT+STZ+DP; Ⴕ, p<0,05 vs WT+VH+INU. O teste ANOVA one-way com post-teste de Tukey foi usado 

para análise estatística. 

 

Figura 75. Expressão gênica no colón após suplementação com o prebiótico inulina em animais 

administrados com STZ. (A-E) Abundância relativa dos filos bacterianas no conteúdo fecal avaliada por 

RT-PCR. (F) Heat-map representativo dos filos bacterianos analisados. Os resultados foram expressos 

como média ± SEM *, p<0,05 vs WT+VH+DP; #, p<0,05 vs WT+STZ+DP; Ⴕ, p<0,05 vs WT+VH+INU. 

O teste ANOVA one-way com post-teste de Tukey foi usado para análise estatística.Figura 76. 
Histologia e produção de muco no cólon intestinal após suplementação com prebiótico inulina em 

animais administrados com STZ. (A-D) Foto macroscópica do Cólon. (E) Análise do comprimento do 

cólon. (F) Microscopia do cólon (HE) e coloração da camada de muco com PAS. (G) Análise 

morfométrica das células marcadas com PAS. Os resultados foram expressos como média ± SEM *, 

p<0,05 vs WT+VH+DP; #, p<0,05 vs WT+STZ+DP; Ⴕ, p<0,05 vs WT+VH+INU. O teste ANOVA one-

way com post-teste de Tukey foi usado para análise estatística. 
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Figura 6. Expressão gênica de mucinas, ZO-1, CCL17 e IL-22 no colón intestinal após 

suplementação com o prebiótico inulina em animais administrados com STZ ou VH. (A) Heat-

map representativo do perfil de expressão. (B-F) Expressão relativa de moléculas no cólon avaliadas 

por RT-PCR. Os resultados foram expressos como média ± SEM *, p<0,05 vs WT+VH+DP; #, 

p<0,05 vs WT+STZ+DP; Ⴕ, p<0,05 vs WT+VH+INU. O teste ANOVA one-way com post-teste de 

Tukey foi usado para análise estatística. 

 

 

Figura 91. Perfil da microbiota intestinal à nível de filos após suplementação com prebiótico 

inulina em animais administrados com STZ ou VH. (A-E) Abundância relativa dos filos 

bacterianos no conteúdo fecal avaliada por RT-PCR. (F) Heat-map representativo dos filos 

bacterianos analisados. Os resultados foram expressos como média ± SEM *, p<0,05 vs 

WT+VH+DP; #, p<0,05 vs WT+STZ+DP; Ⴕ, p<0,05 vs WT+VH+INU. O teste ANOVA one-way 

com post-teste de Tukey foi usado para análise estatística. 
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4.4 A suplementação com inulina causou prevalência dos filos Firmicutes e 

Verrucomicrobia na microbiota intestinal após administração com STZ  

Ao analisar a abundância relativa dos principais filos bacterianos que compõe a 

microbiota intestinal (Figura 7F), comprovamos que os animais STZ+INU apresentaram 

uma microbiota intestinal com aumento de Firmicutes (Figura 7B) e Verrucomicrobia 

(Figura 7E) em comparação com os animais STZ+DP, sugerindo que a suplementação 

com inulina foi capaz de modular a microbiota intestinal desses animais para um perfil 

de bactérias benéficas com potencial probiótico. Interessantemente, o filo das 

Actinobactérias mostrou-se reduzido nos camundongos STZ+INU em relação aos 

STZ+DP (Figura 7A). Porém ao analisar possíveis alterações a nível de gêneros e 

espécies bacterianas dentro de cada filo (Figura 8), observamos que os animais 

suplementados com a inulina apresentaram maior abundância do gênero 

Bifidobacterium (Figura 8C) em relação aos diabéticos que receberam a dieta padrão. 

Também notamos aumento do Clostridium Cluster IV (Figura 8A), um grupo de 

bactérias relacionadas a produção de butirato pela metabolização de frutanos de inulina 

e da espécie bacteriana Akkermansia muciniphila (Figura 8D) relacionada com a 

modulação da inflamação intestinal e manutenção da integridade da mucosa intestinal. 
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Figura 7. Perfil da microbiota intestinal à nível de filos após suplementação com prebiótico inulina 

em animais administrados com STZ ou VH. (A-E) Abundância relativa dos filos bacterianos no 

conteúdo fecal avaliada por RT-PCR. (F) Heat-map representativo dos filos bacterianos analisados. Os 

resultados foram expressos como média ± SEM *, p<0,05 vs WT+VH+DP; #, p<0,05 vs WT+STZ+DP; Ⴕ, 

p<0,05 vs WT+VH+INU. O teste ANOVA one-way com post-teste de Tukey foi usado para análise 

estatística. 

 

Figura 100. Análise da microbiota fecal após suplementação com prebiótico inulina em animais 

administrados com STZ. (A-D) Abundância relativa de comunidades bacterianas produtores de butirato e 

acetato no conteúdo fecal avaliada por RT-PCR. Os resultados foram expressos como média ± SEM *, 

p<0,05 vs WT+VH+DP; #, p<0,05 vs WT+STZ+DP; Ⴕ, p<0,05 vs WT+VH+INU. O teste ANOVA one-

way com post-teste de Tukey foi usado para análise estatística.Figura 101. Análise dos filos da 

microbiota fecal após suplementação com prebiótico inulina em animais administrados com STZ. 

(A-E) Abundância relativa dos filos bacterianas no conteúdo fecal avaliada por RT-PCR. (F) Heat-map 

representativo dos filos bacterianos analisados. Os resultados foram expressos como média ± SEM *, 

p<0,05 vs WT+VH+DP; #, p<0,05 vs WT+STZ+DP; Ⴕ, p<0,05 vs WT+VH+INU. O teste ANOVA one-

way com post-teste de Tukey foi usado para análise estatística. 

 

Figura 102. Análise da microbiota fecal após suplementação com prebiótico inulina em animais 

administrados com STZ. (A-D) Abundância relativa de comunidades bacterianas produtores de butirato e 

acetato no conteúdo fecal avaliada por RT-PCR. Os resultados foram expressos como média ± SEM *, 
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Figura 8. Análise da microbiota fecal após suplementação com prebiótico inulina em animais 

administrados com STZ ou VH. (A-D) Abundância relativa de comunidades bacterianas produtores de 

butirato e acetato no conteúdo fecal avaliada por RT-PCR. Os resultados foram expressos como média ± 

SEM *, p<0,05 vs WT+VH+DP; #, p<0,05 vs WT+STZ+DP; Ⴕ, p<0,05 vs WT+VH+INU. O teste 

ANOVA one-way com post-teste de Tukey foi usado para análise estatística. 

 

 

Figura 126. Análise da expressão de marcadores associados aos AGCC, Treg e DCs após 

suplementação com prebiótico inulina em animais administrados com STZ por RT-PCR. (A-C) 

Receptores relacionados aos AGCC. (D e E) Marcadores associados as células Treg. (F-G) Marcadores 

associados as DCs tolerogênicas. (H) Heat-map representativo das expressãos gênicas observadas. Os 

resultados foram expressos como média ± SEM *, p<0,05 vs WT+VH+DP; #, p<0,05 vs WT+STZ+DP; 

Ⴕ, p<0,05 vs WT+VH+INU. O teste ANOVA one-way com post-teste de Tukey foi usado para análise 

estatística.Figura 127. Análise da microbiota fecal após suplementação com prebiótico inulina em 

animais administrados com STZ. (A-D) Abundância relativa de comunidades bacterianas produtores 

de butirato e acetato no conteúdo fecal avaliada por RT-PCR. Os resultados foram expressos como 

média ± SEM *, p<0,05 vs WT+VH+DP; #, p<0,05 vs WT+STZ+DP; Ⴕ, p<0,05 vs WT+VH+INU. O 

teste ANOVA one-way com post-teste de Tukey foi usado para análise estatística. 

 

 

Figura 128. Análise da expressão de marcadores associados aos AGCC, Treg e DCs após 

suplementação com prebiótico inulina em animais administrados com STZ por RT-PCR. (A-C) 

Receptores relacionados aos AGCC. (D e E) Marcadores associados as células Treg. (F-G) Marcadores 

associados as DCs tolerogênicas. (H) Heat-map representativo das expressãos gênicas observadas. Os 

resultados foram expressos como média ± SEM *, p<0,05 vs WT+VH+DP; #, p<0,05 vs WT+STZ+DP; 

Ⴕ, p<0,05 vs WT+VH+INU. O teste ANOVA one-way com post-teste de Tukey foi usado para análise 
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4.5 A suplementação com inulina potencializou a expressão gênica de receptores 

de AGCC e marcadores de células Treg e DCs tolerogênicas no linfonodo 

cecal (LC) 

Após observarmos que a microbiota intestinal dos animais que receberam a 

inulina apresentava abundância maior de bactérias produtoras de AGCC, quantificamos 

a expressão gênica de receptores associados aos AGCC, marcadores de Treg e DCs 

tolerogênicas nas células presentes no LC por RT-PCR (Figura 9H). De fato, 

observamos que os animais que receberam a dieta com a inulina apresentaram aumento 

significativo da expressão dos receptores GPR41, GPR43 e GPR109A associados aos 

AGCC em relação aqueles STZ que receberam a dieta padrão (Figura 9A-9C). Além 

disso, houve aumento significativo da expressão gênica de marcadores associados as 

células Treg+ sendo eles, Foxp3+ e CCR4+ (Figuras 9D e 9E) e DCs tolerogênicas. 

IDO-1 e ALDH1e2 (Figura 9F e 9G) nos animais que receberam a dieta com inulina em 

relação aos que receberam a dieta padrão após administração de STZ. Sendo assim, 

estes achados indicam que a dieta com inulina está ocasionando nos animais um perfil 

tolerogênico nos linfonodos regionais do intestino grosso.  
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Figura 9. Análise da expressão de receptores de AGCC, marcadores de Treg e DCs após 

suplementação com prebiótico inulina em animais administrados com STZ ou VH. (A-C) Expressão 

de receptores dos AGCC. (D e E) Expressão de marcadores associados as células Treg. (F-G) Expressão 

de marcadores associados as DCs tolerogênicas. (H) Heat-map representativo da expressão gênica das 

moléculas observadas. Os resultados foram expressos como média ± SEM *, p<0,05 vs WT+VH+DP; #, 

p<0,05 vs WT+STZ+DP; Ⴕ, p<0,05 vs WT+VH+INU. O teste ANOVA one-way com post-teste de 

Tukey foi usado para análise estatística. 

 

 

 

Figura 144. Porcentagem e número absoluto de linfócitos Treg CD4+Foxp3+ nos LC após 

suplementação com prebiótico inulina em animais administrados com STZ ou VH. (A) 

Representativo da população de células Treg CD4+Foxp3+. (B) Porcentagem de células Treg 

CD4+Foxp3+. (C) Número absoluto de células Treg CD4+Foxp3+. Os resultados foram expressos como 

média ± SEM *, p<0,05 vs WT+VH+DP; #, p<0,05 vs WT+STZ+DP; Ⴕ ,p<0,05 vs WT+VH+INU. O 

teste ANOVA one-way com post-teste de Tukey foi usado para análise estatística. 
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4.6 A suplementação com inulina reduziu a população de células Treg no LC de 

camundongos após administração com STZ 

Na análise imunofenotípica dos linfócitos Treg CD4+Foxp3+ no linfonodo cecal 

por citometria de fluxo, detectamos um aumento significativo da porcentagem das 

células Treg CD4+Foxp3+ nos animais WT+STZ+INU em relação ao grupo STZ+DP 

(Figuras 10A e 10B). Porém, ao analisar o número absoluto dessas células, constatamos 

redução significativa do número absoluto dessas células entre os mesmos grupos 

mencionado acima. (Figura 10C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 10. Porcentagem e número absoluto de linfócitos Treg CD4+Foxp3+ nos LC após 

suplementação com prebiótico inulina em animais administrados com STZ ou VH. (A) 

Representativo da população de células Treg CD4+Foxp3+. (B) Porcentagem de células Treg 

CD4+Foxp3+. (C) Número absoluto de células Treg CD4+Foxp3+. Os resultados foram expressos como 

média ± SEM *, p<0,05 vs WT+VH+DP; #, p<0,05 vs WT+STZ+DP; Ⴕ ,p<0,05 vs WT+VH+INU. O 

teste ANOVA one-way com post-teste de Tukey foi usado para análise estatística. 

 

 

 

 

 

Figura 146. Porcentagem e número absoluto de linfócitos Treg Foxp3+ CCR4+ nos LC após 

suplementação com prebiótico inulina em animais administrados com STZ ou VH. (A) 

Representativo da população de células Treg Foxp3+CCR4+. (B) Porcentagem de células Treg 

Foxp3+CCR4+. (C) Número absoluto de células Treg Foxp3+CCR4+. Figura 147. Porcentagem e 
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4.7 A suplementação com inulina causou reduzida geração de células 

Foxp3+CCR4+ no linfonodo cecal de camundongos após administração com 

STZ 

  A fim de realizar uma análise mais detalhada das células Treg (Figura 11A) por 

citometria de fluxo, realizamos a quantificação de células Foxp3+CCR4+ no LC, uma 

vez que nossa hipótese é que essas células estariam sendo geradas no colón e migrando 

para o pâncreas. Apesar de não haver diferença estatística na porcentagem e número 

absoluto nos animais STZ+INU, houve uma nítida redução do número absoluto dessas 

células no linfonodo cecal em comparação com os animais STZ+DP (Figuras 11B e 

11C). Diante disso, uma explicação plausível é que a inulina atua na imunorregulação 

do DM1 promovendo um eixo intestino-pâncreas, no qual as células Treg são 

diferenciadas nos linfonodos do intestino e migram de maneira sítio específica via 

CCR4 para as ilhotas pancreáticas, já que observamos maior número dessas células no 

tecido pancreático dos animais STZ+INU em relação aos animais STZ+DP. 

  

Figura 11. Porcentagem e número absoluto de linfócitos Treg Foxp3+ CCR4+ nos LC após 

suplementação com prebiótico inulina em animais administrados com STZ ou VH. (A) 

Representativo da população de células Treg Foxp3+CCR4+. (B) Porcentagem de células Treg 

Foxp3+CCR4+. (C) Número absoluto de células Treg Foxp3+CCR4+. Os resultados foram expressos como 

média ± SEM *, p<0,05 vs WT+VH+DP; #, p<0,05 vs WT+STZ+DP; Ⴕ, p<0,05 vs WT+VH+INU. O 

teste ANOVA one-way com post-teste de Tukey foi usado para análise estatística. 
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4.8 Suplementação com inulina ocasionou aumento da produção de butirato no 

conteúdo fecal de camundongos após administração com STZ 

Utilizando a técnica de cromatografia gasosa, foi realizado a quantificação dos 

ácidos graxos de cadeia curta, acetato, butirato e propionato no conteúdo fecal do cólon 

dos animais após 15 dias da administração de STZ ou VH. Conforme ilustrado na 

Figura 12, foi detectado aumento significativo da produção de butirato no conteúdo 

fecal do cólon dos camundongos suplementados com inulina em relação aqueles 

diabéticos sem a suplementação (Figura 12C). Todavia, não detectamos diferenças 

significativos na produção de acetato ou propionato entre os diferentes grupos 

experimentais (Figuras 12A e 12B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 12. Produção de ácidos graxos de cadeia curta nas fezes após suplementação com 

prebiótico inulina em animais administrados com STZ ou VH. (A) Quantificação de acetato; (B) 

propionato ou (C) butirato no conteúdo fecal do cólon por cromatografia gasosa. Os resultados foram 

expressos como média ± SEM *, p<0,05 vs WT+VH+DP; #, p<0,05 vs WT+STZ+DP. O teste 

ANOVA one-way com post-teste de Tukey foi usado para análise estatística. 

 

 

Figura 150. Produção de ácidos graxos de cadeia curta nas fezes após suplementação com 

prebiótico inulina em animais administrados com STZ. (A) Quantificação de acetato; (B) 

propionato ou (C) butirato no conteúdo fecal do cólon por cromatografia gasosa. Os resultados foram 

expressos como média ± SEM *, p<0,05 vs WT+VH+DP; #, p<0,05 vs WT+STZ+DP. O teste 

ANOVA one-way com post-teste de Tukey foi usado para análise estatística. 

 

 

Figura 151. Produção de ácidos graxos de cadeia curta nas fezes após suplementação com 

prebiótico inulina em animais administrados com STZ. (A) Quantificação de acetato; (B) 

propionato ou (C) butirato no conteúdo fecal do cólon por cromatografia gasosa. Os resultados foram 
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4.9 A suplementação com butirato conferiu proteção contra o desenvolvimento do 

DM1 em camundongos após STZ 

Como mostrado anteriormente, a suplementação com o prebiótico inulina 

aumentou de forma significativa os níveis de butirato nas fezes dos camundongos que 

foram suplementados com a fibra em comparação aos camundongos não 

suplementados, gerando efeito indireto via produção de butirato no desenvolvimento da 

doença. Com isso, pensamos em utilizar esse ácido graxo afim de mostrar seu efeito 

direto na prevenção do desenvolvimento da doença em nosso modelo experimental.  

Utilizando o mesmo esquema de suplementação realizado com a inulina, porém 

com o butirato, podemos observar que esse AGCC foi capaz de prevenir o 

desenvolvimento da doença (Figura 13D) melhorando os níveis glicêmicos dos animais 

STZ+BUT em relação os STZ+H2O no dia 15 após a indução da doença (Figuras13A-

13C). Também obervamos que os animais que receberam butirato apresentaram maior 

preservação das ilhotas pancreáticas apresentando maior número de ilhotas pancreáticas 

intactas e maior marcação para insulina no pâncreas em relação aos animais não 

suplementados (Figuras 13G-13I), porém na dosagem da insulina não foi observado 

diferenças estatísticas entre os dois grupos (Figura 13J). Diferente do observado com a 

suplementação com a inulina, não observamos variação de peso entre os grupos (Figura 

13E), porém o consumo de água foi maior no grupo diabético que não foi suplementado 

com o butirato (Figura 13F).  
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Figura 13. Parâmetros clínicos, metabólicos e histopatológicos do DM1 após suplementação com 

butirato. (A) Cinética do nível glicêmico de camundongos WT com ou sem a suplementação com butirato 

após administração com STZ. (B) Dosagem da glicemia após 10 dias de STZ. (C) Dosagem da glicemia 

após 15 dias de STZ. (D) Incidência do DM1 em camundongos WT com ou sem butirato. (E) Variação do 

peso após STZ. (F) Consumo de água em mL com ou sem butirato. (G, H e I) Avaliação do escore de 

insulite pancreática por HE e marcação para insulina por imunohistoquímica. (J) Níveis séricos de insulina 

após 15 dias de desenvolvimento do DM1. Os resultados foram expressos como média ± SEM *, p<0,05 

vs STZ+H2O. O teste t foi usado para análise estatística. 
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4.10 A suplementação com butirato diminuiu o número de células Treg 

CD4+Foxp3 com aumento de células expressando CCR4 nos LP de 

camundongos após STZ 

Ao analisar a imunofenotipagem por citometria de fluxo dos LP de 

camundongos após a suplementação com butirato com diferentes marcadores (Figura 

14A e 14D), observamos que os camundongos suplementados apresentaram diminuição 

das células Treg CD4+Foxp3+ tanto em porcentagem (Figura 14B) quanto em número 

absoluto (Figura 14C). Já na análise da população de Tregs expressando Foxp3+CCR4, 

observamos aumento da porcentagem dessas células (Figura 14F) e redução do número 

absoluto (Figura 14G) com aumento da média da intensidade de fluorescência (MIF) de 

CCR4 (Figura 14E e 14H). 
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Figura 14.  Porcentagem e número absoluto de linfócitos Treg CD4+Foxp3+ e Foxp3+ CCR4+ nos 

LP após suplementação com butirato em animais administrados com STZ. (A) Representativo da 

população de células Treg CD4+Foxp3+. (B) Porcentagem de células Treg CD4+Foxp3+. (C) Número 

absoluto de células Treg CD4+Foxp3+. (D) Representativo da população de células Treg Foxp3+CCR4+. 

(E) Representativo da média da intensidade de fluorescência (MIF) de CCR4. (F) Porcentagem de 

células Treg Foxp3+CCR4+. (G) Número absoluto de células Treg Foxp3+CCR4+. (H) Estatística do 

MIF de CCR4+. Os resultados foram expressos como média ± SEM *, p<0,05 vs STZ+H2O. O teste t 

foi usado para análise estatística. 

 

 

Figura 158.  Porcentagem e número absoluto de linfócitos Treg CD4+Foxp3+ e Foxp3+ CCR4+ 

nos LP após suplementação com butirato. (A) Representativo da população de células Treg 

CD4+Foxp3+. (B) Porcentagem de células Treg CD4+Foxp3+. (C) Número absoluto de células Treg 

CD4+Foxp3+. (D) Representativo da população de células Treg Foxp3+CCR4+. (E) Representativo da 

média da intensidade de fluorescência (MIF) de CCR4. (F) Porcentagem de células Treg Foxp3+CCR4+. 

(G) Número absoluto de células Treg Foxp3+CCR4+. (H) Estatística do MIF de CCR4+. Os resultados 

foram expressos como média ± SEM *, p<0,05 vs STZ+H2O. O teste t foi usado para análise estatística. 
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4.11 A suplementação com butirato reduziu o número de células CD4+ e CD8+ 

patogênicas nos LP de camundongos após STZ 

 

            Na análise imunofenotipica das células CD4+CD69+ e CD8+CD69+ 

patogênicas nos LP dos camundongos após STZ (Figuras 15A e 15D), podemos 

observar que a suplementação com butirato foi eficaz em reduzir estas células nos 

animais STZ+BUT tanto em porcentagem (Figuras 15B e 15E), quanto em número 

absoluto (Figuras 15C e 15F) em comparação com os animais STZ+H2O. 

Interessantemente, esses dados mostram que os animais STZ+BUT tiveram menor 

população de linfócitos T patogênicos ativados, o que provavelmente resultou no 

controle do desenvolvimento da doença mostrado anteriormente. 
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Figura 15. Porcentagem e número absoluto de linfócitos CD4+CD69+ e CD8+ CD69+ nos LP após 

suplementação com butirato em animais administrados com STZ. (A) Representativo da população 

de linfócitos CD4+CD69+. (B) Porcentagem de linfócitos CD4+CD69+. (C) Número absoluto de 

linfócitos CD4+CD69+. (D) Representativo da população de linfócitos CD8+CD69+. (E) Porcentagem de 

linfócitos CD8+CD69+. (G) Número absoluto de linfócitos CD8+CD69+. Os resultados foram expressos 

como média ± SEM *, p<0,05 vs STZ+H2O. O teste t foi usado para análise estatística. 

 

 

 

Figura 166. Porcentagem e número absoluto de linfócitos Treg CD4+Foxp3+ e Foxp3+ CCR4+ no 

LC após suplementação com butirato. (A) Representativo da população de células Treg CD4+Foxp3+. 

(B) Porcentagem de células Treg CD4+Foxp3+. (C) Número absoluto de células Treg CD4+Foxp3+. (D) 

Representativo da população de células Treg Foxp3+CCR4+. (E) Representativo da média da 

intensidade de fluorescência (MIF) de CCR4. (F) Porcentagem de células Treg Foxp3+CCR4+. (G) 

Número absoluto de células Treg Foxp3+CCR4+. (H) Estatística do MIF de CCR4+. Os resultados foram 

expressos como média ± SEM *, p<0,05 vs STZ+H2O. O teste t foi usado para análise 

estatística.Figura 167. Porcentagem e número absoluto de linfócitos CD4+CD69+ e CD8+ CD69+ 

nos LP após suplementação com butirato. (A) Representativo da população de linfócitos 
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4.12 A suplementação com butirato tende a aumentar o número de células 

Foxp3+CCR4 no LC de camundongos após STZ 

Ao realizar a análise imunofenotipica das células Treg CD4+Foxp3+ (Figura 

16A), apesar de não haver diferenças estatística entre os grupos experimentais, 

observamos que os camundongos suplementados com butirato apresentaram aumento 

do número absoluto dessas células em relação aos que não receberam o AGCC (Figura 

16C). Além disso, também observamos tendência de aumento do número absoluto das 

células Foxp3+CCR4+ (Figura 16G) no LC de camundongos STZ+BUT em relação aos 

STZ+H2O com aumento significativo do MIF de CCR4 (Figura 16H) nos camundongos 

suplementados. Com isso, mostramos que a suplementação com butirato é capaz de 

estimular a geração de células Treg que expressam CCR4+ nos linfonodos cecais em 

relação aos STZ+H2O. 
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Figura 16. Porcentagem e número absoluto de linfócitos Treg CD4+Foxp3+ e Foxp3+ CCR4+ no LC 

após suplementação com butirato em animais administrados com STZ. (A) Representativo da 

população de células Treg CD4+Foxp3+. (B) Porcentagem de células Treg CD4+Foxp3+. (C) Número 

absoluto de células Treg CD4+Foxp3+. (D) Representativo da população de células Treg Foxp3+CCR4+. 

(E) Representativo da média da intensidade de fluorescência (MIF) de CCR4. (F) Porcentagem de células 

Treg Foxp3+CCR4+. (G) Número absoluto de células Treg Foxp3+CCR4+. (H) Estatística do MIF de 

CCR4+. Os resultados foram expressos como média ± SEM *, p<0,05 vs STZ+H2O. O teste t foi usado 

para análise estatística. 
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4.13 A suplementação com butirato aumentou o número de células dendríticas 

tolerogênicas nos camundongos após STZ 

 

Por fim, após analisar o perfil das células Tregs nos LP e LC dos camundongos 

após indução do DM1, fomos investigar se nos animais suplementados com butirato 

estaria ocorrendo o aumento de células dendríticas tolerogênicas (Figura 17E), 

importantes para a indução de células Treg nos linfonodos drenantes intestinais (K et 

al., 2003), uma vez que a nossa hipótese de que essas células são induzidas pelas DCs 

nesse compartimento e migram para o pâncreas dos camundongos STZ+BUT. De modo 

interessante, observamos que a suplementação com butirato foi capaz de aumentar o 

número absoluto das células tolerogênicas CD103+CD11b+ nos LC dos camundongos 

STZ+BUT em relação os STZ+H2O (Figura 17B). Como observado na Figura 17D, 

também observamos uma tendência de aumento do número absoluto das células 

dendríticas CD103+CD11b-.   
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Figura 17. Porcentagem e número absoluto de células dendríticas tolerogênicas CD103+CD11b+ e 

CD103+CD11b- no LC de camundongos após suplementação com butirato em animais 

administrados com STZ. (A) Porcentagem de células dendríticas CD103+CD11b+. (B) Número absolutos 

de células dendríticas CD103+CD11b+. (C) Porcentagem de células dendríticas CD103+CD11b-. (D) 

Número absoluto de células dendríticas CD103+CD11b-. (E) Representativo das populações de células 

dendríticas tolerogênicas. Os resultados foram expressos como média ± SEM *, p<0,05 vs STZ+H2O. O 

teste t foi usado para análise estatística. 
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5. DISCUSSÃO  

A dieta apresenta um impacto crucial na saúde humana, sendo um componente 

essencial na modulação da microbiota intestinal (ZMORA; SUEZ; ELINAV, 2019). 

Alguns cereais, frutas e vegetais são ricos em fibras alimentares solúveis, que são 

consideradas como prebióticos, o que significa que são metabolizadas seletivamente por 

microrganismos presentes na microbiota intestinal e conferem benefícios à saúde e 

prevenção de doenças inflamatórias (FOROUHI; UNWIN, 2019). Além disso, a 

metabolização de fibras alimentares solúveis é benéfica para a prevenção de várias 

doenças metabólicas e alguns trabalhos mostram que fibras solúveis por meio da 

fermentação bacteriana e produção de ácidos graxos de cadeia curta (AGCCs) são 

importantes em conferir esta proteção (ANDOH; TSUJIKAWA; FUJIYAMA, 2005; 

KOH et al., 2016). 

Nossos resultados mostraram que a utilização do prebiótico inulina causou efeito 

preventivo na progressão do DM1 em modelo murino induzido pelo STZ. Este efeito 

benéfico foi comprovado devido a melhora dos parâmetros clínicos, metabólicos e 

hormonais que são característicos da doença, como: ganho de peso corporal, controle do 

índice glicêmico, normalização dos níveis de insulina sérica e redução do grau de 

insulite. Essas características também foram observadas por (ZOU et al., 2021), em um 

modelo crônico de desenvolvimento do DM1 (56 dias), o qual mostrou que a 

suplementação com a inulina também foi capaz de proteger camundongos administrados 

com STZ do surgimento da doença em comparação com camundongos que ingeriram 

uma dieta controle. O uso da inulina em humanos também foi observado e de acordo 

com HO et al. (2019) publicaram um estudo que avaliaram o efeito do prebiótico 

inulina no controle glicêmico de crianças com DM1, observaram aumento dos níveis de 

peptídeo C, que é relacionado com a melhora da função das células β pancreáticas, e 

que clinicamente desencadeia a melhora do controle glicêmico dos pacientes. A 

oligofrutose que é um oligossacarídeo derivado da inulina que também apresentou 

resultados promissores no controle glicêmico no contexto do DM1. Esse carboidrato 

melhorou os níveis de insulina, aumentou a taxa de proliferação das células β 

pancreáticas produtoras de insulina e o conteúdo de insulina pancreática (CHAN et al., 

2016). Esses dados demonstraram que a inulina apresenta uma promissora abordagem 
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nutricional em reduzir os níveis glicêmicos tanto em modelo experimental quanto em 

humanos. 

Posteriormente, fomos analisar possíveis mecanismos imunológicos pelos quais 

a suplementação com o prebiótico inulina estaria protegendo os animais do 

desenvolvimento do DM1. Apesar de não haver diferença estatística, encontramos 

aumento significativo da porcentagem das células Treg CD4+Foxp3+ nos linfonodos 

pancreáticos (LPs) de animais STZ+DP e STZ+INU, assim como aumento do número 

absoluto dessas células. Interessantemente, ao investigar as células Treg Foxp3+CCR4+ 

nos LPs, observamos o aumento dessas células em camundongos STZ+INU, o que pode 

ser fator fundamental no controle do desenvolvimento da doença nesse modelo 

experimental, possivelmente favorecendo um estado de tolerância neste compartimento 

e suprimindo a ativação/função efetora de linfócitos citotóxicos CD8+, CD4+ do padrão 

Th1 ou Th17 patogênicos. Além disso, na imunofluorescência das ilhotas pancreáticas, 

podemos observar que as células Treg Foxp3+CCR4+ aumentaram nos camundongos 

STZ+INU associado com elevada produção da quimiocina CCL17 em relação ao grupo 

STZ+DP. É importante destacar que a quantidade destas células neste grupo sem 

suplementação com inulina foi bem escassa. Corroborando com nossos resultados, 

MÜLLER-GRAFF et al. (2018), também observaram redução de células Foxp3+ no 

pâncreas de camundongos após receber STZ e que apresentavam hiperglicemia, o que 

vai de acordo com nossos resultados de imunofluorescência por microscopia confocal. 

Já FRANÇOZO et al.(2019) em um modelo de infecção por Coxsackievirus que 

apresenta tropismo ao pâncreas (HUBER; RAMSINGH, 2004), demostraram que 

camundongos deficientes do receptor CCR4 apresentaram maior destruição e 

inflamação pancreática com diminuição de células Treg expressando esse receptor e 

expressão da quimiocina CCL17. Essa migração de células Treg parece ser um 

mecanismo fundamental na homeostasia do pâncreas em processos inflamatórios. Sendo 

assim, é plausível que este é o mecanismo pelo qual é a suplementação com a inulina 

desempenha seu efeito na indução de um perfil tolerogênico local (cólon) e distal 

(tecido pancreático), controlando a inflamação nas ilhotas pancreáticas que resulta no 

inicío do DM1 no modelo induzido por STZ. 

Em seguida, tivemos o intuito de investigar o perfil imunológico intestinal de 

camundongos STZ suplementados ou não com a inulina a fim de correlacionar possíveis 
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efeitos anti-inflamatórios intestinais que poderiam prevenir ou mesmo retardar o 

desenvolvimento da doença. Estudos em modelos experimentais e humanos mostraram 

diferenças na composição da microbiota intestinal no decorrer do DM1 (BRUGMAN et 

al., 2006;VAARALA, 2012). Em uma análise geral, avaliando os principais filos 

bacterianos que compõe a microbiota intestinal, evidenciamos que a microbiota 

intestinal dos camundongos STZ+INU apresentavam uma microbiota mais saudável, 

enriquecida dos filos Firmicutes e Verrucomicrobia. O filo Firmicutes tem como 

principais bactérias probióticas o gênero Lactobacillus, que contribuem para inibir a 

fixação de bactérias Gram-negativas, como a Echerichia coli enteropatogênica no trato 

gastrointestinal (WILSON; PERINI, 1988), contribuindo para o aumento da expressão 

de genes relacionados a produção de muco no intestino, como a mucina do tipo 2 

(MUC-2) constituindo assim uma barreira física contra a invasão de bactérias 

patobiontes (DE MORENO DE LEBLANC et al., 2008). Já o filo Verrucomicrobia, 

tem como representantes membros do gênero Akkermansia, sendo a principal espécie a 

Akkermansia muciniphila que vem sendo associada a promoção da saúde intestinal e na 

melhora da condição metabólica em indivíduos obesos e no diabetes tipo 2 (DM2) 

(EVERARD et al., 2013). Seu principal mecanismo de ação decorre da sua capacidade  

em renovar a camada de muco no hospedeiro, ajudando a normalizar a endotoxemia 

metabólica e o metabolismo do tecido adiposo (BELZER; DE VOS, 2012; DERRIEN; 

BELZER; DE VOS, 2017). Adicionalmente, é uma bactéria mucolítica que utiliza as 

mucinas intestinais como fonte de carbono e nitrogênio,  produzindo os AGCC acetato e 

propionato e dessa forma, nutrindo as células epiteliais do hospedeiro e auxiliando na 

integridade da mucosa intestinal (ALARD et al., 2016; WANG et al., 2017). De modo 

geral, a razão entre Firmicutes/Bacteroidetes tem sido relacionada a estados de doença 

(LEY et al., 2006) e ao observar a abundancia relativa desses dois filos nos animais 

STZ+DP, podemos observar que nesses animais essa relação é menor do que nos 

animais STZ+INU. De acordo com Goffau et al. (DE GOFFAU et al., 2013) em 

crianças com DM1, a microbiota intestinal é alterada em quantidade e diversidade 

(disbiose intestinal) em comparação com aquela de controles saudáveis. O processo de 

disbiose intestinal leva a desregulação metabólica, e estudos em animais experimentais 

mostram que a prevalência de bactérias Gram-negativas contribui para inflamação 

intestinal e perda da integridade das proteínas de junção do epitélio intestinal (CANI et 

al., 2007)(CANI et al., 2009). Nosso grupo já demonstrou que a depleção da microbiota 
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intestinal com antibióticos de amplo espectro em camundongos que receberam STZ 

conferiu resistência ao desenvolvimento do DM1, com menor translocação bacteriana 

nos LPs, enfatizando a contribuição da microbiota intestinal na imunopatogênese da 

doença (COSTA et al., 2016). 

Em seguida, ao investigarmos o linfonodo cecal (LC) dos animas STZ após 

suplementação com a inulina, observamos que as células presentes nesse linfonodo 

apresentavam alta expressão gênica de receptores que podem ser ativados pelos AGCC, 

dentro os quais podemos citar o GPR41, GPR43 e GPR109A, que são essenciais para a 

regulação da resposta imune tanto no intestino, quanto em outros tecidos extra-

intestinais (FERNANDES et al., 2014; MACIA et al., 2015). De acordo ZOU et al. 

(2018), a utilização da inulina em um modelo de dieta rica em gordura, foi reportado 

que a suplementação aumentou a expressão de GPR43, melhorou a síndrome 

metabólica induzida pela dieta. Também, esta intervenção nutricional acarretou na 

elevada produção de IL-22 pelo epitélio intestinal, proliferação dos enterócitos e 

expressão de genes antimicrobianos de maneira dependente da microbiota intestinal, 

demostrando a modulação do microambiente intestinal pela fermentação da fibra. 

Dando prosseguimento a análise das células presentes no LC, também observamos 

aumento da expressão gênica do fator de transcrição Foxp3+ e do receptor CCR4+. 

Todavia, ao analisar por citometria de fluxo as células Treg Foxp3+CCR4+, observamos 

uma tendência de diminuição dessas células no linfonodo cecal, nos levando a pensar na 

hipótese de que essas células estariam migrando para alguma região. Assim, ao realizar 

a quantificação das principais quimiocinas ligantes do receptor CCR4+, comprovamos 

acentuado aumento de CCL17 no tecido pancreático dos animais STZ+INU em relação 

aos STZ+DP. Também observamos aumento da expressão dos genes indoleamina 2,3-

dioxigenase (IDO-1) e aldeído desidrogenase 1 membro A2 (Aldh1e2) que são 

marcadores associados a células dendríticas tolerogênicas (HORI; NOMURA; 

SAKAGUCHI, 2017; PARK et al., 2012). Sendo assim essas evidencias sugerem que a 

diferenciação e migração de células Treg via CCR4 mediada por células dendríticas é o 

provável mecanismo envolvido no controle do desenvolvimento do DM1 nos animais 

que receberam a suplementação prebiótica.  

Em seguida, dosamos os ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) tais como 

acetato, butirato e propionato por cromatografia gasosa no conteúdo fecal do cólon dos 
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animais suplementados, para identificar qual seria o ácido graxo de cadeia curta que 

poderia estar induzindo esse perfil de células imunes tolerogênicas no intestino, além de 

garantir maior integridade da mucosa intestinal. Sabe-se que os AGCC podem atenuar a 

inflamação por meio da diminuição da permeabilidade intestinal, reduzindo a 

inflamação sistêmica devido à redução de endotoxinas circulantes (KIM, Y. A.; 

KEOGH; CLIFTON, 2018). Logo, observamos que o AGCC que está aumentado de 

maneira significativa nas fezes dos animais STZ+INU foi o butirato. Segundo Arpaia et 

al. (ARPAIA et al., 2013), esse ácido graxo produzido por bactérias comensais por meio 

da fermentação de fibras solúveis apresentam uma grande capacidade de induzir a 

diferenciação de células Treg. Interessantemente, esse aumento de butirato correlaciona-

se com o aumento do Clostridium Cluster IV nos camundongos STZ+INU em relação 

aos STZ+DP, que compreende um grupo de espécies bacterianas produtoras de butirato 

via fermentação de oligofrutanos e também utilizando-se do acetato produzido por 

bactérias do gênero Bifidobacterium para produzir esse AGCC (BARCENILLA et al., 

2000; MOENS; DE VUYST, 2017; SCOTT; DUNCAN; FLINT, 2008). Também 

observamos o aumento do gênero Bifidobacterium nos animais suplementados com a 

inulina, que produzem preferencialmente o acetato, mas que pelo mecanismo de 

alimentação cruzada (cross-feeding), essas bactérias probióticas podem utilizar o acetato 

como co-substrato para posterior produção de butirato (RIVIÈRE et al., 2016). 

Por fim, realizamos a suplementação dos camundongos com o AGCC butirato 

(5mg/kg) afim de observar seus efeitos de maneira direta no desenvolvimento do DM1, 

já que nos animais STZ+INU esse ácido graxo estava aumentado. Assim, a 

suplementação com butirato se mostrou eficaz na prevenção do desenvolvimento do 

DM1 induzido por STZ, com perfis clínicos e metabólicos semelhantes aos observados 

com a suplementação com o prebiótico inulina. Interessantemente, ao analisar as células 

Treg CD4+Foxp3+ nos LP dos camundongos suplementados, observamos perfis 

semelhante ao observado com a suplementação com o prebiótico inulina, porém 

diferente quando observamos células Treg Foxp3+CCR4+, que apesar de estarem 

aumentadas em porcentagem, estavam reduzidas em número absoluto o que também 

pode ser indicio de maior migração dessas células para o pâncreas dos animais 

STZ+BUT. De acordo com (JACOB et al., 2020), a suplementação com butirato é 

capaz de induzir células Treg nos tecidos linfoides associados ao intestino (GALT) e 
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migram para os linfonodos pancreáticos e pâncreas atrasando o desenvolvimento do 

DM1 em camundongos NOD, porém não demonstram um mecanismo exato de como 

essas células migram para essas regiões. Por fim, analisando linfócitos CD4+ e CD8+ 

nos LP utilizando o marcador CD69+ de ativação clássica dessas células (JACOB et al., 

2020) importantes para o desenvolvimento das respostas Th1/Th17 e compondo o 

infiltrado de células nas ilhotas pancreáticas respectivamente (A et al., 2009; BS; RA; 

DJ, 2006), observamos que os animais STZ+BUT apresentaram redução dessas células 

em relação aos STZ+H2O, o que justifica a redução dos níveis de insulite e maior 

conservação das ilhotas pancreáticas nos camundongos suplementados. Além disso, 

também observamos que os animais STZ+BUT apresentaram níveis aumentados de 

células dendríticas tolerogênicas CD103+ no LC, que participam da homeostase 

intestinal de maneira independente das células T (TAKENAKA; QUINTANA, 2016), 

com aumento significativo do número absoluto de CD103+CD11b+ que participam da 

regulação da razão das células Treg/Th17 no intestino (TAKENAKA; QUINTANA, 

2016). Esse aumento de células dendríticas tolerogênicas é acompanhado pela tendência 

de aumento das células Treg CD4+Foxp3+ e Foxp3+CCR4+ no LC dos camundongos 

STZ+BUT em comparação com os STZ+H2O. Por tanto, nosso estudo evidenciou a 

eficácia terapêutica do consumo do prebiótico inulina para o controle do DM1, assim 

como elucidamos seus efeitos na manutenção da camada de muco e indução de 

tolerância imunológica no intestino e nas ilhotas pancreáticas via microbiota intestinal 

produzindo butirato a partir da metabolização do prebiótico inulina. 
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6. CONCLUSÃO 

• A suplementação com a inulina conferiu resistência ao desenvolvimento do 

DM1 em camundongos após STZ; 

•  A suplementação com inulina induziu a migração de células Treg 

CD4+Foxp3+CCR4+ via CCL17 para o pâncreas dos animais após 

administração de STZ;  

• A suplementação com inulina reduziu a inflamação intestinal causada durante o 

desenvolvimento do DM1 associado a manutenção da integridade da barreira 

intestinal; 

• A suplementação com inulina promoveu a prevalência de bactérias probióticas 

produtoras de acetato e butirato na microbiota intestinal dos animais após STZ; 

• A suplementação com a inulina aumentou os níveis de butirato nas fezes dos 

camundongos  

• A suplementação com butirato também conferiu resistência ao desenvolvimento 

do DM1 em camundongos após STZ 

• A suplementação com butirato diminuiu células CD4+ e CD8+ patogênicas nos 

LP  

• A suplementação com butirato favoreceu o aumento de células dendríticas 

tolerogênicas CD103+CD11b+ no LC  
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