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RESUMO

Empregando a linhagem de camundongos NOD (non-obese diabetic) de
desenvolvimento espontaneo do diabetes mellitus tipo 1 (DM-1) e a linhagem
NOD.Scid como controle, foi realizada a andlise da expressao dos genes de
regeneracdao Reg1 e Reg2 e a sua relacdo com a expressao dos Receptores Toll-
Like (TLRs), além da andlise do estresse oxidativo em ilhotas pancreaticas. Foram
avaliados animais durante o desenvolvimento do diabetes com 2, 8 e 24 semanas
de vida, além de camundongos diabéticos e do controle NOD.Scid. Houve
aumento progressivo da insulite e do estresse oxidativo em funcao do tempo, além
da diminuicdo drastica do numero de ilhotas verificado em camundongos
diabéticos. Os genes Regl1 e Reg2 apresentaram aumento da expressdo em
ilhotas pancreaticas de camundongos com 2 semanas de vida e nos animais
diabéticos, assim como no controle NOD.Scid. Os receptores TLR2, TLR4, TLR5 e
TLR6 foram expressos, com aumento significativo em animais com 8 e 24
semanas de vida, exceto para o TLR2 que apresentou expressao génica reduzida
em camundongos de 24 semanas de vida, sugerindo envolvimento na inducdo da
fase de insulite. O animal diabético apresentou expressao reduzida em todos os
TLRs analisados e expressdo elevada dos genes Regl e Reg2 em ilhotas
pancreaticas. Aléem disso, foi possivel verificar o contraste de expresséo de Reg1
e Reg2 frente aos TLRs no periodo pré-diabético, em que Regl e Reg2
apresentaram expressdo génica reduzida, enquanto os TLRs apresentaram
expressao elevada. Em conjunto, estes dados sugerem possivel associagao entre
a ativacao dos TLRs e a reducéo da expressao dos genes de regeneracao Regl e
Reg2 na fase de inducdo da insulite, tornando-se necessario avaliar se os fatores
inflamatoérios afetam o balango dos sistemas biolégicos com consequente controle
da capacidade regenerativa celular ou se a falha no sistema biolégico age como
fator primario de indug¢do ao dano tecidual.
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ABSTRACT

Employing the lineage of NOD mice (non-obese diabetic) which presents
spontaneous development of diabetes mellitus type 1 (T1D) and the lineage
NOD.Scid as a control, gene expression of regenerating genes Reg1 and Reg2
and their relation with expression of Toll-Like Receptors (TLRs) was performed, in
addition to oxidative stress analysis in pancreatic islets. Animals were assessed
during the T1D development at 2, 8 and 24 weeks-old and also in diabetic animals
and NOD.Scid control. The insulitis and the oxidative stress process increased
progressively with age, beyond the drastically decreased of islets number in
diabetic animals. Analysis of oxidative stress in islets has been shown progressive
with age and may be related to the development of diabetes. Regl and Reg2
genes were high expressed in islets of NOD mice aged 2 weeks-old, diabetic
animals and NOD.Scid control. Receptors TLR2, TLR4, TLR5 e TLR6 were
expressed in all animals, however mice aged 8 and 24 weeks-old showed a
significant increase expression, being TLR2 an exception where there was low
expression in mice aged 24 weeks-old which suggests that their expression
should be related to the induction phase of insulitis. Diabetic mice showed reduced
expression in all TLRs analyzed and high expression of Regl and Reg2 in
pancreatic islets. Furthermore, Reg1 and Reg2 showed a contrast of expression
when related to TLRs at pre-diabetic stage, with low expression of Reg1 and Reg2
and high expression of TLRs. Taken together, these results suggest a possible
correlation between the activation of TLRs and the reduced expression of
regenerating genes Regl1 and Reg2 in the induction phase of insulitis. Thus,
studies are needed to elucidate whether inflammatory factors affect the balance of
biological systems with consequent regenerative cell control capacity or if the
failure in the biological system acts as a primary factor inducing tissue damage.
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1. INTRODUCAO




1.1 O Diabetes Mellitus

O Diabetes mellitus € uma doenca metabdlica caracterizada por
hiperglicemia resultante de defeitos na secrec¢ao de insulina, agdo da insulina ou
ambas. A hiperglicemia crénica do diabetes é associada a danos ao longo do
tempo, disfuncdo e faléncia de varios érgaos, especialmente os olhos, rins,

nervos, coracao, e vasos sanguineos [1] .

Entre os varios tipos de diabetes, o diabetes mellitus tipo 1 (DM-1) afeta
cerca de 10% dos pacientes com diabetes, sendo caracterizado pela destruicao de
células B produtoras de insulina no pancreas. A etiologia autoimune é confirmada
pela presenca de autoanticorpos circulantes especificos contra antigenos de
célula B pancreaticas. Estes autoanticorpos sao detectados em 85-90% dos
individuos com DM-1 ao diagnéstico [2-4]. As manifestacdes clinicas do disturbio
metabdlico surgem quando cerca de 80-90% das células beta sdo destruidas. Este
processo destrutivo leva a falta do horménio insulina, tornando necesséario o
constante monitoramento de glicose no sangue, além da administragao de insulina
diversas vezes ao dia. Se nao tratados, os distlrbios metabdlicos podem levar a
cetose, coma e morte [5-7].

Estudos epidemiol6gicos envolvendo criangas mostraram que a incidéncia do
DM-1 esta crescendo. Com o inicio da doenga tendendo para idades mais jovens,
provavelmente os fatores ambientais atuem expressivamente debilitando a
tolerancia imunoldégica no organismo [8, 9]. No estudo de Patterson e
colaboradores (2009), foi previsto que entre 2015 e 2020 os casos de DM-1 irdo
dobrar entre criancas europeias menores que cinco anos de idade [10].

Para a compreensdo da fisiopatologia do DM-1, os modelos animais sé&o
ferramentas muito Uteis, desde 0s que necessitam de indugdo quimica como a
streptozotocina com seu efeito citotéxico direto em células B pancreaticas, até
animais que possuem desenvolvimento espontdneo para a doenca. Desde o seu
estabelecimento, experimentos com a linhagem de camundongos NOD (non
obese diabetic) com diabetes de desenvolvimento espontaneo consolidaram a
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importancia de linfécitos T na fisiopatologia do DM-1. Entretanto, os eventos que
iniciam a doenca e os fatores que levam a infiltracdo celular inflamatéria
progressiva, em particular de linfécitos T (CD4", CD8") e linfécitos B, células
dendriticas, e macréfagos nas ilhotas pancredticas ainda nao estédo
completamente elucidados [11].

1.2 Camundongos NOD

A linhagem de camundongos NOD descrita por MAKINO e colaboradores
(1980) [12] tem sido o modelo experimental mais utilizado para estudar as
caracteristicas do diabetes autoimune experimental, pelo fato de assemelhar-se
clinicamente ao DM-1 observado em humanos. Esta linhagem foi inicialmente
desenvolvida no Japao e desde entao é utilizada em diversos centros de pesquisa
do mundo para compreensdo dos complexos processos encontrados em doengas

auto-imunes.

No Brasil, a linhagem foi introduzida e implantada na Universidade Estadual
de Campinas por Pavin & Zollner (1994) [13] a partir de col6nias matrizes
provenientes do laboratério INSERM U-25-Necker, Paris, Franca. A col6nia
apresenta, em condicoes livres de patéogenos (SPF), prevaléncia de diabetes
espontanea entre 60-90% nas fémeas e 5-20% nos machos. Fatores ambientais
como dieta e exposigcao a virus tém sido considerados como causa das diferencas
de incidéncia.

O inicio do diabetes, nestes camundongos, ocorre tipicamente entre a 122 e
242 semanas de vida, sendo mais frequente em fémeas [12]. Estudos histoldgicos
mostraram que, aproximadamente na 42 semana de vida sdo notadas poucas
células imunes infiltradas nas ilhotas (inicialmente linfécitos T CD4" e
posteriormente linfécitos T CD8") e presenca de infiltrados mononucleares ao
redor das ilhotas, caracterizando peri-insulite. Estes infiltrados mononucleares

progridem e invadem as ilhotas pancreaticas (insulite) durante as semanas
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subsequentes [14] . Linfécitos T CD4" sdo predominantemente observados na
fase precoce da infiltracdo, onde sao requeridos para o0 processo de expansao
clonal através da producdo de IL-2 e, dessa forma, aumentar a ativacdo de
linfécitos T CD8" [15].

A introducdo da mutacdo de imunodeficiéncia combinada grave (Scid) no
camundongo NOD por Shultz e colaboradores (1995) [16], criou 0 camundongo
NOD.Scid. A nova linhagem NOD.Scid possui menor imunidade residual que a
linhagem Scid, devido o camundongo NOD possuir defeito na atividade litica do
sistema complemento, através da deficiéncia de C5, e por possuir deficiéncia em
macrofagos funcionais [16, 17]. A mutacdo Scid afeta a diferenciacdo de células
tronco em linfécitos maduros, mas nao prejudica a diferenciacao mieldide, sendo
amplamente utilizado em estudos sobre células tronco hematopoiéticas apds
transplante de varios tipos de células tronco derivadas de medula 6ssea, sangue
de corddo umbilical ou sangue periférico mobilizado [18-20]. Dessa maneira, no
camundongo NOD.Scid ocorre a reducdo da imunidade pela deficiéncia de
linfécitos B e T funcionais, com consequente perda do rearranjo dos genes de
imunoglobulinas e receptores de linfocitos T. A deficiéncia de linfocitos neste
modelo experimental impede o processo de insulite e a manifestagao do diabetes,
tornando possivel estudar a diabetogénese pela exclusdo da contribuicao de
células imunes infiltradas nas ilhotas pancreéaticas, além de demonstrar a

importancia deste fenétipo na susceptibilidade ao diabetes.

1.3 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo pode ser definido como um estado de desequilibrio
entre os fatores que geram radicais reativos de oxigénio e fatores que protegem
macromoléculas celulares desses reagentes, incluindo antioxidantes como
superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidases. Os fatores que geram
espécies reativas de oxigénio (ROS) ocorrem como produtos de fisiologia celular

comum, assim como de diversas fontes exégenas [21]. Em organismos aerdbios,
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reacbes quimicas estdo sempre associadas com chances de formacado de
superdxido, molécula primaria de ROS em sistemas biolégicos. O superéxido é
produzido quando o oxigénio molecular, ao invés do substrato especifico, &
reduzido pela aquisicio de um elétron. A NADPH (Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo Fosfato), ao contrario de outras oxidorredutases, é uma fonte
enzimatica de producao de ROS, enquanto que outras enzimas produzem ROS

somente como subproduto ao longo de suas vias especificas de sinalizagédo [22].

No sistema imune, ndo podemos caracterizar ROS como produto especifico
de um subtipo celular ou relaciona-los a apenas uma a¢ao, como causar a morte
celular de outras células. Ao invés disso, ROS tem papel fisioldégico na sinalizacao
intracelular envolvida na regulacdo do processo de reducdo (redox), que
provavelmente se estende a todo tipo celular do sistema imunolégico. Assim,
como em qualquer mecanismo de sinalizagdo, a producdo excessiva de ROS
pode levar ao dano de lipideos, proteinas, membranas e acidos nucléicos, além de
amplificar respostas inflamatérias [23, 24]. A restricdo da producdo de ROS a
locais subcelulares apropriados, tempos, niveis, espécies moleculares e duragdes
apropriadas permitem que ROS contribuam para a homeostasia e ativagao
fisiologica celular. Por exemplo, pulsos breves na producdo de peréxido de
hidrogénio (H202) na membrana plasmatica ou na membrana endossomal
medeiam sinalizacbes em resposta ao encontro de receptores com citocinas,
produtos microbiais ou antigenos. Quando a produgcdo de ROS foge destas
restricdbes ou quando estdo em niveis altos e em continua produgédo de radicais
hidroxilas, por exemplo, as macromoléculas sofrem danos (estresse oxidativo). O
dano mediado por ROS pode frequentemente ser revertido por reparo, reposicao,
degradacao ou sequestro das macromoléculas danificadas. Entretanto, o dano
que excede a capacidade da célula a estas respostas pode levar a morte celular
[25].

O estresse oxidativo e o dano oxidativo aos tecidos sdo pontos terminais
comuns de doengas crénicas como aterosclerose, diabetes e artrite reumatoide.

Porém, ndo se sabe se o estresse oxidativo possui um papel primario nas
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complicagdes da patogénese do diabetes ou se é um indicador secundario de
estagio final de dano tecidual [26].

1.4 Regeneracao de células 8 pancreaticas

Regeneracdo é a capacidade de um 6rgao repor massa tecidual apos
remocao parcial ou lesdo. Apesar de alguns érgaos demonstrarem crescimento
apos a lesao, muitos sofrem alteragdes hipertroficas sem aumento significante no
nuamero de células. Na maioria dos vertebrados, a regeneracao € limitada sendo
observado algum grau de regeneracado na espécie humana. A origem de células
progenitoras necessarias para o processo regenerativo varia entre os sistemas de
renovacgao e entre as espécies. A regeneragao da fungao no pancreas endocrino
tem sido documentada em pancreatectomia parcial, ligagcao ductal e em modelos
experimentais [27].

As células B pancreéticas sao diferenciadas e especializadas e com fungbes
biolégicas complexas. Sua funcdo mais notavel é a producdo de insulina,
horménio responsavel pelo controle da glicemia, que é secretado continuamente
em reposta as mudancas na concentracdo de glicose no meio extracelular. A
secreg¢do de insulina por células p também é modificada por uma variedade de
nutrientes, horménios e sinais neuronais na manutengcdo da homeostasia
glicémica [28]. Na manifestacao do diabetes, a homeostasia glicémica é altamente
prejudicada, podendo ser retomada por meio da administragdo de insulina. Apesar
disso, em muitos casos o tratamento apenas com insulina ndo € suficiente. Assim
sendo, diversas pesquisas sobre regeneracédo de células e a diferenciacdo de
outros tipos celulares em células produtoras de insulina tem sido intensamente
estudadas nas ultimas décadas.

O entendimento dos mecanismos de desenvolvimento e reparo das células
B é crucial para o estabelecimento de estratégias no tratamento de células
produtoras de insulina, no diabetes. Em adultos, a massa de células B €
determinada pelo numero de células progenitoras embriondrias num balanco

dinamico entre regeneracao, neogénese e apoptose [29, 30]. O numero de células
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B precursoras ¢é estabelecido precocemente na vida embrionaria e em
circunstancias de crescimento normal ndo ha compensacao pela perda por outras
células [30]. Estes aspectos sugerem que o estabelecimento final da massa de
células 3 € processo instrutivo dependente do numero de precursores celulares.
Contudo, fatores extrinsecos podem afetar o crescimento e diferenciagéo da célula
B durante a gestagdo e crescimento na obesidade, ambos os conteddos de
insulina na célula B e o numero de novas células aumentam. Na presenca de
insulite ocorre aumento da formagdo de células B em murinos [31] sugerindo
aumento compensatério na massa deste tipo celular induzida por fatores

extrinsecos.

As Proteinas dos genes Reg (Regenerating gene) constituem uma familia
conservada de 7 membros (Reg1, Reg2, Reg3a, Reg3[3, Reg3d, Reg3y, e Reg4)
que sao normalmente expressos em tecido acinar pancreatico. Sua descoberta
proveio da busca por fatores envolvidos na regeneragédo de ilhotas pancreaticas.
Em ratos, a administracdo de inibidores de poli(ADP-ribose) sintetase/polimerase
(PARP) como nicotinamida, apds 90% de pancreatomia, causou aumento drastico
de regeneracao/expansdo em ilhotas e foi sugerido que isto ocorreu devido a
novos fatores de crescimento [32]. Em 1988, Terazono e colaboradores [33]
isolaram o cDNA dessas ilhotas em regeneracdo € o nomeou Reg, o gene
associado a regeneragao, agora conhecido como Reg1. Em embriées humanos, a
expressao de Reg1 no péancreas ocorre na fase inicial e coincide com a expansao
de ilhotas [34, 35]. Camundongos também manifestam na fase inicial a expressao
dos genes Reg1 e Reg2, na mesma fase em que os genes de insulina | e Il sdo
ativados consecutivamente [36].

Alguns estudos sugerem que Regl promove a progressao do ciclo e
proliferacdo celular em ilhotas pancreaticas [37-39]. Adicionalmente, a falta do
gene Regl (Regl-/-) resultou em declinio significante de sintese de DNA em
ilhotas isoladas e diminuicdo da hiperplasia de célula B em resposta a obesidade,
confirmando seu papel no crescimento de ilhotas pancreaticas [40]. A expressao
pancreatica de Reg2 foi encontrada em camundongos NOD fémeas, que

desenvolvem diabetes, enquanto que camundongos NOD machos possuem nivel
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baixo de mRNA, fato similar ao encontrado na linhagem controle [41, 42]. Além
disso, os camundongos NOD diabético e C57BL/6 tratado com streptozotocina
expressaram Reg2 de forma aumentada em ilhotas pancreéaticas apés tratamento
com adjuvante completo de Freund (CFA); o aumento foi correlacionado com a
redugao da insulite [43].

Sanchez e colaboradores (2000) [42] demonstraram que a expressao
génica e protéica de Reg permanece restrita ao tecido exécrino, ambas em
camundongos tratados com ciclofosfamida, que representa estagio pré-diabético,
e em fémeas NOD diabéticas. Outros estudos [44, 45] sugerem que 0s membros
da familia Reg, tais como Reg2, podem ser alvos Uteis para terapias regenerativas
de células B para reverter o diabetes mellitus tipo 1.

1.5 Receptores Toll-Like (TLRs)

Em 1996, o receptor Toll foi originalmente identificado em Drosophila como
um receptor essencial para o estabelecimento do padrdao dorso-ventral durante o
desenvolvimento embrionario da mosca [46]. Subsequentemente, homoblogos
mamiferos do receptor Toll foram identificados em células do sistema imune e

designados como receptores Toll-like (TLRs) [47].

Os TLRs sao os receptores melhor caracterizados no reconhecimento de
padrées (PRRs) e estéo distribuidos na superficie celular ou em compartimentos
intracelulares. Estes receptores possuem capacidade de reconhecer estruturas
moleculares que sdo amplamente compartilhadas por patégenos, denominadas
padrbées moleculares associados a patégenos (PAMPs). O reconhecimento de
PAMPs por PRRs leva a cascata de sinalizagdo intracelular que culmina na
indugéo de citocinas pré-inflamatérias, quimiocinas, interferon tipo | (IFNa ou B) e
maturacdo de células dendriticas (DC), levando a ativacdo da imunidade
adaptativa pela familia de fatores de transcricdo como o fator nuclear kappa B

(NFkB), a proteina de ativagao 1 (AP-1), o fator nuclear interleucina 6 (NF-IL6), o
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fator regulatério de interferon (IRF) e o transdutor de sinal e ativador da
transcricao (STAT) [48].

Além do reconhecimento de PAMPs, diversos ligantes endégenos tém sido
identificados, incluindo diferentes proteinas intracelulares [49-52], acido nucleicos
[53, 54] e componentes da matriz extracelular [55-57]. As proteinas Heat Shock
(HSPs) tém sido associadas como ligantes devido a possibilidade de serem
liberadas em locais de ocorréncia de danos celulares, em células necréticas ou
apoptoticas, sob condicdes de estresse [58] ou por ser enviada em direcdo a
superficie celular por endolisossomos [59]. Apesar disso, sua funcdo é a de ligar
proteinas parcialmente dobradas a fim de evitar sua agregacdao ou o enrolamento
incorreto. Quando essas proteinas acabam por ser liberadas no meio extracelular,
podem se difundir entre células vizinhas e ativar receptores da imunidade inata.
Testes in vitro mostraram que HSPs recombinantes de mamiferos podem induzir a
producao de citocinas pro-inflamatorias, incluindo TNFa, IL-1, IL-6 e IL-12 por
monaocitos, macrofagos e células dendriticas [58]. Por outro lado, também foi
sugerido que as HSPs aumentaram a capacidade de ligantes como o LPS em
estimular a producao de citocinas e a maturacao de células dendriticas [60].

Originalmente, a expressao dos TLRs foi descrita em células do sistema
imune, como macrofagos e neutréfilos, mas esta se tornando evidente que os
TLR’s sdo amplamente expressos em todo o corpo em células tao diversas como
hepatécitos, células musculares lisas vasculares e neurdnios. Estes receptores
possuem muitas similaridades estruturais, mas diferem um do outro na
especificidade a ligantes e na expressao de padrdes, com variabilidade nas vias
de sinalizac&o que eles ativam [61].

Por meio de vias de sinalizacdo, os TLRs representam o mecanismo de
resposta imune inata, que pode ser encontrada em insetos, plantas e mamiferos
[62]. Entretanto, evidéncias sugerem que os TLRs possuem papel importante no
desenvolvimento de doengas auto-imunes. Experimentos demonstraram que a
ativacao inapropriada destes receptores desencadeia o inicio de artrite

reumatoide, esclerose multipla (encefalomielite auto-imune experimental em
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camundongos), miocardite, DM-1, lUpus eritematoso sistémico e aterosclerose [63-
68]. O desenvolvimento de DM-1 tem sido associado a agentes infecciosos,
embora uma ligacédo clara ndo tenha sido estabelecida. Infecgdes também podem
atuar como antagonistas do desenvolvimento de DM-1, sugerindo que a ativacao
dos TLRs é apenas um de muitos fatores que modulam a indugédo do diabetes

auto-imune.

Estruturalmente, os TLRs sdo proteinas transmembranas do tipo 1, com
repeticdes ricas em leucina (LRR — leucine rich repeats) no dominio extracelular e
um dominio de sinalizacao intracelular denominado receptor Toll/IL-1 (TIR), assim
chamado por haver alta similaridade com a familia do receptor IL-1 [69]. Espécies
mamiferas possuem de 10 a 15 TLRs, aproximadamente, sendo descritos 10 e 13
receptores em camundongos e humanos, respectivamente [48, 70]. Estes
receptores podem estar presentes em membranas celulares ou associado com
vesiculas intracelulares (Figura 1). Os TLRs localizados na superficie celular sao
especializados principalmente no reconhecimento de produtos bacterianos que
nao sao produzidos pelo hospedeiro [71]. Dentre os TLRs de membrana, podemos
citar o TLR4, que reconhece o lipopolissacarideo (LPS) de bactérias Gram-
negativas, enquanto que o TLRS reconhece a flagelina, o maior componente dos
flagelos bacterianos. Outro receptor, o TLR2, reconhece peptideoglicanos,
lipopeptideos e lipoproteinas de bactérias Gram-positivas, sendo que ao formar
heterodimeros com TLR1 e TLR6 podem reconhecer triacil e diacil-lipopeptideos,
respectivamente [72]. O TLR11, presente apenas em camundongos, reconhece
Escherichia coli uropatogénica [73]. No caso dos TLRs intracelulares, estes
receptores reconhecem &cidos nucléicos, sendo que o TLR3 reconhece o RNA de
dupla fita, TLR7 e TLR8 reconhecem o RNA de fita simples e o TLR9 reconhece o
DNA bacteriano rico em CpG. Além disso, diferentes componentes sintéticos
estruturalmente relacionados a acidos nucléicos também podem ser detectados
pelo TLR7. Em humanos, TLR7 e TLR9 sédo predominantemente expressos em
DC plasmocitoides (pDCs) e em células B, enquanto que em camundongos se
expressam apenas DCs mieldides [69, 71].
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Figura 1. Estrutura e ligantes dos Receptores Toll-Like. TLR2 em colaboragdo com TLR1 ou
TLR®6, discrimina entre a estrutura molecular de triacil ou diacil-lipopetideos, respectivamente.
TLR4 reconhece LPS bacteriano. TLR5 reconhece a flagelina bacteriana. TLR11 reconhece
produtos bacterianos uropatogénicos. TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 residem em compartimentos
endossomais e reconhecem &cidos nucleicos; TLR3 reconhece dupla fita de RNA (dsRNA)
viral enquanto que TLR7 e TLR8 reconhecem fita simples de RNA (ssRNA) viral. TLR9
reconhece CpG DNA bacteriano e viral. TLR9 também reconhece nao-acidos nucleicos, como
a hemozoina (Adaptado de Kawai & Akira, 2005)

1.5.1 TLR2

A expressdao de TLR2, ativagdo e sinalizacdo estdo significativamente
aumentadas em pacientes com DM-1 e camundongos NOD [74]. O TLR2 esta
envolvido na resposta a uma variedade de componentes bacterianos que incluem
peptideoglicanos, lipoproteinas/lipopeptideos, glicosil-fosfatidilinositol de
Trypanosoma cruzi, € zymosan, um componente das paredes celulares de
leveduras [75-78].

A dimerizacdo é o principal evento na ativagdo funcional dos TLRs. TLR2
requer heterodimerizagdo com TLR1 ou TLR6 para ser acionado, resultando na
producdo de citocinas [79], porém os detalhes destas estruturas ainda nao séo
conhecidos. Sob hiperglicemia, a associacdo de TLR2/TLR6 resulta na secregéo

de citocinas em mondcitos humanos, além de resultar no recrutamento da proteina
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adaptadora Myd88, ativacao da cascata de sinalizacao através da fosforilagcao de
IRAK-1, ativacao de TRIF, NF-kB, e da alta regulagdo na expressao de citocinas

pro-inflamatorias [80] .

1.5.2 TLR1 e TLR6

Co-transfeccédo de TLR1 e TLR6 em células HelLa confere capacidade de
resposta aos fatores soluveis liberados de Neisseria meningitidis [81]. Andlises em
camundongos TLR1-deficientes tém mostrado a importdncia do TLR1 no
reconhecimento de triacil lipopetideos [82]. O TLR1 possui alta homologia com
TLR6. Portanto, o TLR6 pode em alguns casos compensar a deficiéncia de TLR1
no reconhecimento de triacil lipopetideos. O envolvimento do TLR1 no
reconhecimento de lipoproteinas na membrana externa de B. burgdorferi também
foi apresentado [83].

O TLR2 tem sido associado funcionalmente a outros TLRs, como o TLR1 e
TLR6. Tal associagdo permite 0 reconhecimento de uma ampla variedade de
antigenos microbianos, ja que a forma molecular e a conformagao supramolecular
dos ligantes sao importantes para a atividade bioldgica e para o reconhecimento
pelos TLRs. Entretanto, é desconhecido se a dimerizagdo do TLR2 com outros
TLRs ocorrem constitutivamente ou se € induzido em resposta a estimulagdo por
ligante. Também €& desconhecido se o TLR2 forma um grande complexo contendo
TLR1, TLR6, e outros TLRs [69]. O lipopetideo bacteriano (LP) tem sido descrito
como o responsavel pela sinalizacdo dependente de TLR6 [84], apesar de sua
conformacao ser pobremente entendida.

1.5.3 TLR4

O TLR4 reconhece o lipopolissacarideo (LPS), um componente integral de
membranas externas de bactérias gram-negativas e o agente causador de choque
anafilatico [85, 86]. O reconhecimento do LPS requer outras moléculas em adi¢édo
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ao TLR4. Uma proteina adaptadora presente no soro liga-se ao LPS e ocorre a
formagdo de um complexo que é subsequentemente reconhecido por CD14, uma
molécula expressa preferencialmente em mondcitos/macréfagos e neutréfilos. A
estimulacao pelo LPS é seguida pela aproximacao entre CD14 e TLR4, sugerindo
que CD14 e TLR4 podem interagir na sinalizacao do LPS [87, 88]. A molécula MD-
2 também foi identificada por estar em associagcdo com a porcao extracelular do
TLR4, aumentando a resposta ao LPS [89].

Assim, o TLR4 est4 presumivelmente envolvido em diferentes aspectos da
resposta inflamatéria pelo reconhecimento de ligantes enddgenos produzidos
durante a inflamagdo, mesmo na falta de infeccdo. Entretanto, foi observado que
todos esses ligantes endégenos do TLR4 ativam as células imunes apenas em
concentragbes muito altas, na qual esta evidente o contraste as concentragbes
requeridas pelo LPS. Portanto, resta a possibilidade de que tais ligantes
enddgenos possam estar contaminados com um verdadeiro ligante do TLR4 como
LPS [69]. Uma questdo intrigante é se o TLR4 reconhece esses ligantes
diretamente ou ndo. O reconhecimento espécie-especifico de diferentes ligantes
prevé um tipo de evidéncia genética para interacao direta. Por exemplo, células de
rato, mas nao de humanos, reconhecem o Taxol (substancia anticancerigena), e

este reconhecimento espécie-especifico € conferido por MD-2 (37-40).

1.5.4 TLR5

O TLR5 reconhece a flagelina em sua forma sollvel/monomérica, um
mondmero de 55kDa do flagelo bacteriano. O flagelo é um apéndice polimérico em
forma de bastdo que se estende da membrana externa de bactérias gram-
negativas com a funcdo de impulsionar o organismo através do ambiente aquoso
[90]. A flagelina é também um potente fator pré-inflamatério. In vivo, a ligagéo
TLR5-flagelina tem sido associada ao desenvolvimento do colapso cardiovascular
[91, 92], inflamagdo pulmonar aguda [92] e doencas inflamatdrias intestinais [93]

em camundongos.
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Em resumo, as informacdes obtidas até o momento empregando modelo
experimental de diabetes mellitus tipo 1, sugerem que a manifestacdo da doenca
pode estar ligada a multiplos fatores, como os descritos anteriormente, ou até
mesmo estarem mais interligados ou dependentes do que imaginamos. Os
estudos de importantes representantes do sistema imunolégico, como os
receptores Toll-Like, e da regulacdo de eventos que podem se manifestar tanto
em beneficio quanto prejudicialmente aos componentes celulares, sdo cruciais
para a assimilacao e o desenvolvimento de estratégias e terapias futuras. Dessa
forma, acreditamos que a expressao dos Receptores Toll-Like em ilhotas
pancreaticas de camundongos NOD ocasiona o0 aumento do processo
inflamatorio, participando ativamente da destruicdo das ilhotas. Além disso,
acreditamos também que o estresse oxidativo influencia e acompanha
gradativamente o processo de infiltracdo nas ilhotas, conduzindo a leséo celular e
consequentemente, a manifestagcao do diabetes.

Hipotese de trabalho: O estresse oxidativo que ocorre na insulite € acompanhada
de aumento de Receptores Toll Like e modulacao na expressao dos genes Reg1 e
Reg2.
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2. OBJETIVOS




2.1 Objetivos Gerais

Estudar a expressao temporal dos fatores de regeneracdo Regl, Reg2 e dos
Receptores Toll-like, além de avaliar o estresse oxidativo no desenvolvimento do

diabetes em ilhotas pancreaticas de camundongos NOD.

2.2 Objetivos Especificos

Estabelecer o perfil comparativo em ilhotas pancreaticas de camundongos NOD

durante o desenvolvimento do diabetes e em animais diabéticos com referéncia a:

1. Classificagdo dos graus de insulite e do estresse oxidativo nas ilhotas
pancreaticas.

2. Expressao génica dos Receptores Toll-Like (TLR2, TLR4,