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RESUMO 

AYALA, T. S. A hiperglicemia altera o perfil inflamatório e imunometabólico de 
macrófagos derivados de medula óssea de camundongos. 2019. 153f. Tese (Doutorado). 
Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2019.  

O diabetes mellitus é um grupo heterogêneo de distúrbios metabólicos caracterizado pela 
hiperglicemia. Indivíduos diabéticos possuem maior susceptibilidade a infecções comparado a 
indivíduos sadios e a hiperglicemia é um dos principais fatores que contribuem para isso, em 
parte, por alterar a resposta imune. Sendo assim, os macrófagos, como células essenciais para 
a resposta inflamatória, podem apresentar importante papel na resposta imune alterada de 
indivíduos diabéticos. Neste estudo, investigamos como a hiperglicemia modula os macrófagos 
derivados da medula óssea (BMDMs) sob um estímulo inflamatório. Para realizar este estudo, 
os BMDMs de camundongos C57BL/6 machos não diabéticos e diabéticos (60 mg/kg de 
aloxana, iv) (CEUA / FCF / USP-488) foram cultivados sob condições normais de glicose (5,5 
mM) e alta concentração de glicose (25 mM ou 40 mM) e estimuladas ou não com 
lipopolissacarídeo (LPS, 100 ng/mL). Em comparação com os BMDMs dos camundongos não 
diabéticos, os BMDMs dos camundongos diabéticos estimulados com LPS apresentaram menor 
expressão de CD38 no tempo basal e após 24 horas, além de menor expressão de receptor do 
tipo Toll (TLR)-4 na superfície celular, menor capacidade fagocítica e redução na secreção de 
óxido nítrico, lactato, fator de necrose tumoral-α e interleucina (IL)-10, porém apresentaram 
maior expressão de CD80, CD86 e MHC-II, maior consumo de oxigênio e maior fosforilação 
em quinase ativada por estresse/quinase Jun-amino-terminal (SAPK/JNK) subunidade p46 e 
em quinase regulada por sinal extracelular (ERK) subunidade p42, proteína quinase B (AKT) 
e proteína quinase C (PKC)-δ assim como maior secreção de IL-6. Quando os BMDMs dos 
camundongos não diabéticos foram cultivados sob condições de alta concentração de glicose in 
vitro e estimulados com LPS, a expressão de TLR4 e os níveis de óxido nítrico e peróxido de 
hidrogênio foram reduzidos. Por outro lado, os BMDMs diabéticos que também foram 
cultivados em alta concentração de glicose in vitro apresentaram níveis aumentados de lactato 
e fosforilação reduzida em AKT e PKC-δ, porém apresentaram fosforilação aumentada em p46 
SAPK/JNK. A alta concentração de glicose parece modificar o comportamento dos macrófagos, 
afetando diferentes aspectos dos BMDMs diabéticos e não diabéticos sob estímulo de LPS, 
assim a hiperglicemia deixa um legado de glicose, induzindo uma memória glicêmica, alterando 
o estado basal dos macrófagos, modificando a via de sinalização do TLR4 contribuindo para a 
susceptibilidade de indivíduos diabéticos a infecções. 

 

 

Palavras – chave: macrófagos, hiperglicemia, diabetes do tipo 1, inflamação, glicose, 
lipopolissacarideo, mediadores imunes. 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

AYALA, T. S. Hyperglycemia alters the inflammatory and immunometabolic profile of 
mouse bone marrow derived macrophages. 2019. 153p. Thesis (PhD). School of 
Pharmaceutical Sciences, University of São Paulo, São Paulo, 2019. 

Diabetes mellitus is a heterogeneous group of metabolic disorders characterized by 
hyperglycemia. Diabetic individuals are more susceptible to infections compared to healthy 
subjects, and hyperglycemia is one of the major contributing factors, partly because they alter 
the immune response. Thus, macrophages, as essential cells for the inflammatory response, may 
play an important role in the altered immune response of diabetic individuals. In this study, we 
investigated how hyperglycemia modulates bone marrow derived macrophages (BMDMs) 
under an inflammatory stimulus. To perform this study, BMDMs from non-diabetic male and 
diabetic C57BL/6 mice (60 mg / kg aloxane, iv) (CEUA / FCF / USP-488) were cultured under 
normal glucose conditions (5.5 mM) and high glucose concentration (25 mM or 40 mM) and 
stimulated or not with lipopolysaccharide (LPS, 100 ng / ml). Compared to non-diabetic mice 
BMDMs, the BMDMs of LPS-stimulated diabetic mice showed lower expression of CD38 at 
baseline and after 24 hours, as well as lower Toll-like receptor (TLR)-4 on the cell surface, 
lower secretion of lactate, tumor necrosis factor-α, and interleukin (IL)-10, but showed higher 
expression of CD80, CD86 and MHC-II, higher oxygen consumption and greater 
phosphorylation in stress-activated kinase/Jun-amino-terminal kinase (SAPK / JNK) p46 
subunit and in extracellular signal regulated kinase (ERK) p42 subunit, protein kinase B (AKT) 
and protein kinase C (PKC)-δ as well as higher secretion of IL-6. When the BMDMs of non-
diabetic mice were cultured under conditions of in vitro high glucose concentration and 
stimulated with LPS, the levels of TLR4 expression, nitric oxide and hydrogen peroxide were 
reduced. On the other hand, diabetic BMDMs that were also cultured in high glucose 
concentration of glucose in vitro showed increased levels of lactate and reduced 
phosphorylation in AKT and PKC-δ, but showed increased phosphorylation in p46 SAPK/JNK. 
A high glucose concentration seems to modify the behavior of macrophages, affecting different 
aspects of diabetic and non-diabetic BMDMs under the same LPS stimulus. Hyperglycemia 
leaves a glucose legacy, inducing a glycemic memory, altering the basal state of macrophages, 
modifying the TLR4 signaling pathway, and may play a key role in the high susceptibility of 
diabetic individuals to infections. 

 

 

Key words: macrophages, hyperglycaemia, type 1 diabetes, TLR4, inflammation, glucose, 
lipopolysaccharide, immune mediators. 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

SUMÁRIO 

1. INTRODUÇÃO .................................................................................................... 16 

1.1 A glicose e o seu metabolismo ......................................................................... 16 

1.2 O Diabetes mellitus ........................................................................................... 20 

1.2.1 Diabetes mellitus do tipo 1 – DM1 ...................................................................... 21 

1.2.2 As complicações no DM1 .................................................................................... 23 

1.2.3 Indivíduos diabéticos são mais susceptíveis a infecções .................................... 24 

1.2.4 A hiperglicemia altera a resposta imunológica ................................................... 26 

1.3 Os macrófagos como células chave na resposta inflamatória ...................... 27 

1.3.1 Ativação do TLR4 por lipopolissacarídeo ............................................................ 30 

1.4 Modelo experimental de DM1 ............................................................................ 37 

2. JUSTIFICATIVA .................................................................................................. 40 

3. OBJETIVOS ........................................................................................................ 41 

4. MATERIAL E MÉTODOS .................................................................................... 42 

4.1 Animais ................................................................................................................ 42 

4.2 Indução do diabetes mellitus .................................................................................. 42 

4.3 Obtenção dos macrófagos ..................................................................................... 42 

4.4 Diferenciação do material medular ........................................................................ 43 

4.5 Obtenção dos macrófagos peritoneais (MP) ........................................................... 43 

4.6 Tratamento das células ......................................................................................... 43 

4.7 Ensaio para atividade do metabolismo mitocondrial .............................................. 44 

4.8 Quantificação de citocinas por ensaio imunoenzimático ......................................... 45 

4.9 Dosagem de Lactato .............................................................................................. 45 

4.10 Atividade de arginase ........................................................................................... 45 

4.11 Quantificação de óxido nítrico ............................................................................... 46 

4.12 Quantificação de peróxido de hidrogênio ............................................................... 46 

4.13 Consumo de oxigênio ............................................................................................ 46 

4.14 Marcadores de superfície celular e viabilidade por citometria de fluxo ................... 46 

4.15 Análise das vias de sinalização ............................................................................... 47 

5. RESULTADOS .................................................................................................... 49 



 
 

5.1 Caracterização do modelo animal .......................................................................... 49 

5.2 Caracterização dos BMDM ................................................................................... 49 

5.3 Viabilidade celular................................................................................................ 50 

5.4 Avaliação da atividade mitocondrial ...................................................................... 51 

5.5 Alterações fenotípicas ........................................................................................... 52 

5.6 Expressão de TLR4 na superfície dos BMDM ........................................................ 54 

5.7 Expressão de proteínas da via de sinalização do TLR4 ativada por LPS .................. 55 

5.8 Avaliação do metabolismo energético .................................................................... 59 

5.9 Evolução temporal da liberação de mediadores inflamatórios pelos BMDM ............ 60 

5.9.1 Liberação de TNF-α pelos BMDM .................................................................. 60 

5.9.2 Liberação de IL-6 pelos BMDM ...................................................................... 62 

5.9.3 Liberação de IL-1β pelos BMDM .................................................................... 64 

5.9.4 Liberação de IL-10 pelos BMDM .................................................................... 65 

5.9.5 Liberação de peróxido de hidrogênio e óxido nítrico pelos BMDM ............. 67 

5.10 Fagocitose ............................................................................................................ 68 

5.11 Efeito da hiperglicemia na autofagia ...................................................................... 68 

5.12 Cinética da liberação de citocinas pelos MP ........................................................... 69 

5.12.1 Liberação de TNF-α por ND-MP e D-MP ....................................................... 69 

5.12.2 Liberação de IL-6 por ND-MP e D-MP ........................................................... 70 

6. DISCUSSÃO ........................................................................................................ 73 

7. CONCLUSÕES .................................................................................................... 84 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS .......................................................................... 85 

ANEXOS ................................................................................................................... 101 

  

  



 
 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 Regulação da glicemia através dos hormônios insulina e glucagon 18 
Figura 2 Metabolismo da glicose em macrófagos 20 
Figura 3 A polarização dos macrófagos 29 
Figura 4 Reconhecimento do LPS via TLR4 32 
Figura 5 Via de sinalização do TLR-LPS 36 
Figura 6 Tratamento dos macrófagos com diferentes concentrações de 

glicose 
44 

Figura 7 Caracterização do estado diabético 49 
Figura 8 Caracterização celular dos BMDM por anticorpo PE anti-mouse 

F4/80 
50 

Figura 9 Viabilidade celular 51 
Figura 10 Alterações fenotípicas comparando ND-BMDM e D-BMDM 52 
Figura 11 Expressão de TLR-4 nos BMDM 53 
Figura 12 Via de sinalização do TLR4 55 
Figura 13 Via de sinalização do TLR4: fosforilação das MAPKs. 56 
Figura 14 Metabolismo da glicose 58 
Figura 15 Liberação de TNF-α por ND-BMDM e D-BMDM 60 
Figura 16 Liberação de IL-6 por ND-BMDM e D-BMDM 61 
Figura 17 Liberação de IL-1β por ND-BMDM e D-BMDM. 62 
Figura 18 Liberação de IL-10 por ND-BMDM e D-BMDM. 64 
Figura 19 Liberação de EROs e NO pelos ND-BMDM e D-BMDM. 65 
Figura 20 Fagocitose de hemácias opsonizadas 66 
Figura 21 Avaliação da via da autofagia após 24 horas de incubação 67 
Figura 22 Liberação de TNF-α por MP 68 
Figura 23 Produção de IL-6 pelos MP 68 
Figura 24 Resumo dos resultados na comparação entre ND- e D-BMDM 74 
Figura 25 
 

Resumo dos resultados comparando os ND- ou os D-BMDM foram 
cultivados em alta concentração de glicose per se ou concomitante 
ao estímulo por LPS. 

75 



 
 

LISTA DE ABREVIATURAS 

ALX 

APC 

ATP 

ADP 

AGEs 

Aloxana 

Célula Apresentadora de Antígenos 

Adenosina trifosfato 

Adenosina difosfato 

Produtos finais de glicação avançada 

BSA 

BMDM 

Albumina sérica bovina 

Macrófagos derivados de medula óssea 

CO2 

CEUA 

CONCEA 

Gás carbônico 

Comissão de Ética no Uso de Animais 

Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

DM 

DM1 

DM2 

D-MP 

D-BMDM 

Diabetes mellitus 

Diabetes mellitus do tipo 1 

Diabetes mellitus do tipo 2 

Macrófago peritoneal de animal diabético 

Macrófagos derivados de medula óssea de animais diabéticos 

DMSO 

DCCT 

Dimetilsulfóxido 

Diabetes Control and Complications Trial 

GLUT Transportador de glicose de difusão facilitada 

GTP 2-Trifosfato de guanosina 

EROs 

ERK 

Espécies reativas de oxigênio 

Proteína quinase regulada por sinais extracelulares 1 e 2 

FADH Flavina-adenina dinucleotideo 

H2O Água 

H2O2 Peróxido de hidrogênio 

HMGB1 High mobility group B1 

IDF Federação internacional de Diabetes 

IFN Interferon 

IKK 

IL 

ISPAD 

IkB quinase 

Interleucina 

International Society for Pediatric and Adolescent Diabetes 

JNK Proteína quinase ativada por estresse ou c-jun NH2- terminal 

LDH Lactato desidrogenase 



 
 

LBP Proteína ligadora de LPS 

LPe 

LPS 

LBO 

LCCM                 

Lavado peritoneal 

Lipopolisacarídeo 

Proteína ligadora de LPS 

Meio condicionado de L929 

MAPK 

MP 

mRNA 

Proteínas quinases ativadas por mitógeno 

Macrófagos peritoneais 

RNA mensageiro 

MHC Complexo de histocompatibilidade principal 

MTT 3-[4,5- dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide 

mTOR 

MyD88 

Proteína alvo da rapamicina em mamíferos 

Myeloid differentiations primary response gene 88 

NADH 

NADPH2 

Nicotinamida adenina dinucleotídeo 

Fosfato de dinucleotídeo de adenina e nicotinamida 

ND Não detectável 

ND-BMDM 

ND-MP 

Macrófagos derivados de medula óssea de animais não diabéticos 

Macrófagos peritoneais de animais não diabéticos 

NF-κB Fator nuclear kappa B  

OMS Organização Mundial de Saúde 

OXPHOS Fosforilação oxidativa 

PAMP Padrão molecular associado a patógenos 

PBS 

PMK2 

PRR 

Tampão fosfato salina 

Piruvato quinase M2 

Receptor de reconhecimento padrão 

PI 

PIP2 

PIP3 

PDK1 

Iodeto de propídeo 

Fosfatidilinositol (4,5)- bifosfato 

Fosfatidilinositol (3,4,5)- trifosfato 

Proteína quinase dependente de fosfoinositol-1 

PI3k Phosphoinositide 3-kinase 

PKC Proteina quinase C 

S6K1 

SDS 

STZ 

Proteína ribossomal S6 

Dodecil sulfato de sódio 

Estreptozotocina 



 
 

TBS Tampão tris salina 

TIRAP 

TLR 

Proteína adaptadora contendo domínio TIR 

Receptor do tipo Toll 

TNF Fator de necrose tumoral 

TRIF Domínio TIR contend adaptador inductor de inferferon-β 

 

  



16 
 

1. INTRODUÇÃO 

O Diabetes mellitus (DM) é uma doença que afeta mais de 425 milhões de indivíduos 

no mundo (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017), e esses indivíduos 

apresentam diversas comorbidades que ocorrem principalmente devido a altas concentrações 

de glicose plasmática, condição também conhecida como hiperglicemia, decorrente da carência 

de insulina, ou da sua ação (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2017). Manter a 

homeostasia da glicose é um dos grandes desafios enfrentados por indivíduos diabéticos que 

com frequência apresentam níveis glicêmicos desregulados (AMERICAN DIABETES 

ASSOCIATION, 2018). 

Sabe-se que indivíduos diabéticos são mais susceptíveis a infecções quando comparados 

aos indivíduos saudáveis (CASQUEIRO; CASQUEIRO; ALVES, 2012), e existem algumas 

explicações para isso, primeiramente, a resposta imunológica desses indivíduos é inadequada e 

prejudicada (BENFIELD; JENSEN; NORDESTGAARD, 2007), adicionado a isso, um meio 

hiperglicêmico pode favorecer a permanência de diversos tipos de microrganismos que utilizam 

a glicose para crescimento e divisão (STUTTARD et al., 2015). Além dessas duas condições, 

indivíduos diabéticos são submetidos a numerosos e diversos procedimentos médico-

hospitalares, o que aumenta inclusive o risco de infecções pós-cirúrgicas, sendo assim, tem sido 

demonstrado um melhor controle nas infecções de indivíduos que mantêm a glicemia próximo 

aos valores fisiológicos (CASQUEIRO; CASQUEIRO; ALVES, 2012). 

Uma das células mais importantes para o reconhecimento de microrganismos 

potencialmente causadores de infecções no organismo são os macrófagos. Essas são células 

pertencentes à imunidade inata que reconhecem antígenos, iniciam processos de destruição, 

além de liberarem mediadores imunes para controlar o ambiente inflamatório, também ativam 

a imunidade adaptativa para que ocorra uma resposta mais especializada (GLASS; NATOLI, 

2016). Neste contexto, os macrófagos são extremamente importantes para todo o processo 

inflamatório, uma vez que podem contribuir para a susceptibilidade a infecções de indivíduos 

diabéticos (SICA; MANTOVANI, 2012). 

1.1 A glicose e o seu metabolismo 

A glicose é uma fonte fundamental de energia para as células (DASHTY 2013), e é 

utilizada em diferentes vias metabólicas com objetivos de: prover a estabilidade dos níveis 

glicêmicos em casos de hipoglicemia, fornecer energia aos tecidos periféricos, servir de estoque 
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energético no fígado e músculo esquelético na forma de glicogênio (FAIRCHILD et al., 2003; 

HESSMAN e THOREN 1975), estoque de energia nos adipócitos para sua conversão em 

triglicerídeos (MARIN et al., 1992) e de prover estabilidade da temperatura corpórea (GALE 

et al., 1981). 

Após a ingestão dos alimentos e absorção gastrointestinal, a glicose é absorvida para a 

corrente sanguínea elevando os níveis glicêmicos (de FRONZO, 2004) e o organismo ativa 

mecanismos para manter níveis fisiológicos de glicose no sangue (65-100 mg/dL) 

(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2017). Em condições de glicemia elevada, além 

de suprir a demanda energética para diversas células, a glicose, através de sua internalização 

nas células β-pancreáticas por meio do transportador de glicose de difusão facilitada (GLUT)2, 

irá promover a liberação de insulina para a corrente sanguínea (revisto por MacDONALD et 

al., 2005). A insulina possui papel fundamental na homeostasia da glicose, e atua no tecido 

hepático promovendo o metabolismo da glicose e nos tecidos adiposo e muscular esquelético 

auxilia a internalização, normalizando assim os níveis glicêmicos. Em momentos de 

hipoglicemia, a glicose pode também ser disponibilizada através da quebra do glicogênio 

(glicogenólise) e da produção de glicose por fontes aglicanos (gliconeogênese), processos que 

ocorrem principalmente no fígado e em uma menor porcentagem no córtex renal (ARONOFF 

et al., 2004). O hormônio que atua na contra regulação da insulina é o glucagon que é secretado 

pelas células α-pancreáticas (Figura 1). 

 

 

Figura 1: Regulação da glicemia através dos hormônios insulina e glucagon. Para manter os níveis fisiológicos 
de glicose no sangue, quando há altos níveis de glicose no sangue, o pâncreas será estimulado a secretar insulina, 
a insulina irá atuar na captação de glicose pelas células e na conversão de glicose em glicogênio no fígado. Quando 
há baixos níveis glicêmicos, o pâncreas será estimulado a liberar glucagon, que irá promover a quebra do 
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glicogênio para disponibilizar glicose e assim normalizar a glicemia (Adaptado de: FEDERAÇÃO 
INTERNACIONAL DE DIABETES, 2015). 

O transporte de glicose através da membrana das células eucariotas ocorre por um tipo 

de proteínas integrais de membrana da família GLUT (JOOST et al., 2004) pelo processo de 

difusão facilitada. Existem 14 tipos de GLUTs descritos em células humanas e são classificados 

baseado na similaridade de sua sequência em: classe 1 (GLUTs 1-4 e 14); classe 2 (GLUTs 5, 

7, 9 e 11) e classe 3 (GLUTs 6, 8, 11, 12 e HMIT). Um ou mais tipos de GLUTs são expressos 

virtualmente em todos os tipos celulares no corpo humano (THORENS; MUECKLER, 2010). 

A existência desses diferentes tipos de transportadores de glicose com diferentes propriedades 

cinéticas e expressão na superfície celular, fornece a base para o ajuste da captação, 

metabolismo e geração de sinal para preservar a integridade celular e de todo o metabolismo 

corpóreo (THORENS, MUECKLER, 2010). 

Quando dentro da célula, a glicose será direcionada para a produção de adenosina 

trifosfato (ATP). Há duas principais estratégias celulares para converter a glicose em fonte de 

energia, as vias não oxidativa ou também chamada de fermentação anaeróbia, e a via oxidativa, 

com isso, a reação da descarboxilação oxidativa é o elo entre essas duas vias (DASHTY, 2013). 

A glicólise é a via da fermentação anaeróbia e ocorre no citoplasma celular, ao fim desta via 

ocorre a produção de duas moléculas de ATP e ácido pirúvico. Posteriormente, o ácido pirúvico 

pode majoritariamente ser convertido em lactato pela lactato desidrogenase, ou pode sofrer 

reação do complexo piruvato desidrogenase e ser convertido em duas moléculas de acetil 

coenzima A e duas moléculas de NADH2. O NADH2 é consumido na fosforilação oxidativa 

(OXPHOS) e a acetil coenzima A alimenta o ciclo de Krebs e a OXPHOS na mitocôndria, ou é 

convertido em citrato para posterior biossíntese de ácidos graxos no citoplasma (DASHTY, 

2013). 

 A via oxidativa ocorre na mitocôndria na presença de oxigênio, envolvem esta via o 

ciclo de Krebs e a OXPHOS. No ciclo de Krebs duas moléculas de piruvato, originadas da 

glicólise, são degradadas para liberar sua energia na forma de 2 trifosfato de guanosina (GTP) 

e as formas reduzidas de moléculas de alta energia (6 moléculas de nicotinamida adenina 

dinucleotídeo (NADH) e 2 moléculas de flavina-adenina dinucleotídeo (FADH)) e esses são 

utilizados na cadeia respiratória pela OXPHOS na mitocôndria. No fim desse processo, há a 

produção de gás carbônico (CO2) e água (H2O) como produtos residuais, e produção de ATP. 

De modo geral a fosforilação oxidativa é 19 vezes mais eficiente do que a glicólise, e produz 

36 moléculas de ATP. No total da metabolização da glicose, em condições de homeostasia, há 

a produção de 38 moléculas de ATP (DASHTY, 2013) (Figura 2).  
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A oxidação da glicose envolve também a formação de ácidos graxos, através da 

utilização do NADH2 proveniente da conversão do ácido pirúvico para a OXPHOS. Também, 

a glicose que entra na célula pode participar da via das pentose fosfato, que é outro meio da 

oxidação da glicose e ocorre em fagócitos, adipócitos, hemácias e também hepatócitos 

(DASHTY, 2013). Esta via tem como substrato principal a glicose-6-fosfato, primeiro produto 

intermediário da glicólise, que é convertido em ribose-5-fosfato, ribulose-5-fosfato e 

principalmente NADPH2 (fosfato de dinucleotídeo de adenina e nicotinamida). A via das 

pentose fosfato é utilizada principalmente para síntese de ácidos nucleicos e reações 

biosintéticas como a síntese de ácidos graxos. Em células fagocíticas, como os macrófagos, o 

NADPH2 formado é utilizado para produzir radicais superóxidos do oxigênio e também 

espécies reativas de oxigênio (EROs) para promover a morte de microrganismos. Para tanto, 

durante o processo de fagocitose, os macrófagos aumentam o seu consumo de oxigênio para 

suprir esta via e eliminar o microrganismo invasor (DASHTY, 2013) (Figura 2). 
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Figura 2: O metabolismo da glicose em macrófagos. Visão esquemática da via metabólica dos macrófagos após 
a entrada da glicose pelo GLUT, incluindo a glicólise (1), via da pentose fosfato (2), ciclo do ácido cítrico (3), 
cadeia de transporte de elétrons e fosforilação oxidativa (4), síntese de ácidos graxos (5) e beta oxidação (6). Após 
a entrada da glicose via GLUT, ela é convertida em glicose-6-fosfato, no primeiro passo da via da glicólise, pode 
entrar na via das pentose fosfato ou continuar na via da glicólise produzindo como produto final piruvato e lactato, 
o piruvato é convertido em Acetil coenzima A, e agrega a cadeia do ciclo do ácido cítrico, que irá gerar 
mediadoroes para a fosforilação oxidativa. O citrato do ciclo do ácido cítrico pode ser substrato para a síntese de 
ácidos graxos (Adaptado de: DISKIN; McDERMOTT, 2018). 

1.2 O Diabetes mellitus 

Uma das condições envolvidas no desequilíbrio do metabolismo da glicose é o DM 

(ATKINSON 2014). Por definição, o DM é um grupo heterogêneo de distúrbios metabólicos, 

caracterizado pela hiperglicemia, que ocorre por deficiência na ação e/ou produção da insulina 
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(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2017). O DM é classificado em 4 classes 

clínicas de acordo com sua etiologia em: DM do tipo 1 (DM1) onde ocorre uma carência na 

produção da insulina; DM do tipo 2 (DM2) onde ocorre uma falha na atuação da insulina; 

diabetes gestacional, quando a hiperglicemia é diagnosticada durante a gestação, pois há uma 

diminuição da ação da insulina devido hormônios produzidos na placenta (SOCIEDADE 

BRASILEIRA DE DIABETES, 2017; INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017; 

DARNTON et al., 2004); e outros tipos de diabetes que não se encaixam nas classificações 

anteriores, decorrente de alguma alteração de base como pancreatite e até mesmo rubéola 

congênita e promove também distúrbios glicídicos (SOCIEDADE BRASILEIRA DE 

DIABETES, 2017; INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017). 

Considerado uma epidemia global, há uma estimativa que o número de indivíduos 

diabéticos cresça para até aproximadamente 629 milhões de indivíduos até o ano de 2045. O 

Brasil está em 3° lugar no ranking dos países com mais indivíduos diagnosticados com DM1, 

com idade de até 19 anos, atrás apenas dos Estados Unidos e Índia, e em 4° lugar no ranking de 

indivíduos na faixa etária de 20 a 79 anos diagnosticados com DM2, atrás de países como a 

China, Índia e Estados Unidos (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017). 

1.2.1 Diabetes mellitus do tipo 1 – DM1 

O DM1 é uma das principais condições endócrinas e metabólicas envolvendo indivíduos 

de até 14 anos (AMERCIAN DIABETES ASSOCIATION, 2018). O número de indivíduos com 

DM1 cresce anualmente em todo o mundo, e segundo a Federação Internacional de Diabetes 

(IDF), em sua edição de 2017, com uma incidência anual de 3%, estima-se que há 1.106.200 

crianças e adolescentes, com idade de até 19 anos, diagnosticados com DM1 em todo o globo 

(IDF, 2017), este número é quase o dobro comparado com a edição anterior do IDF, em 2015 

(IDF, 2015). O Brasil está entre os top 10 dos países com maior incidência e prevalência, com 

88.300 indivíduos diagnosticados (<20 anos), e estima-se que haja aproximadamente 9.600 

novos casos de DM1 por ano (IDF, 2017). 

A fisiopatologia do DM1 envolve a destruição das células produtoras e secretoras de 

insulina. Neste caso, a consequência é o prejuízo, relativo ou absoluto, da secreção de insulina 

(ATKINSON; MACLAREN, 1994). Com a destruição das células β-pancreáticas, o indivíduo 

com DM1 apresenta níveis insuficientes de insulina para a normalização da glicose, sendo assim 

desencadeia uma condição caracterizada por uma constante hiperglicemia e dessa forma a 
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principal estratégia de tratamento e sobrevivência é a utilização de injeções diárias de insulina 

para normalização da glicemia (YOU; HENNEBERG, 2016). 

Os três sintomas clássicos do estabelecimento do DM1 são a polidipsia, a polifagia e a 

poliúria, e o diagnóstico é realizado através da avaliação da glicemia em conjunto com os 

sintomas desses pacientes, que podem incluir também falta de energia, visão borrada e perda 

repentina de peso (ATKINSON; EISENBARTH; MICHELS, 2014; SOCIEDADE 

BRASILEIRA DE DIABETES, 2017). Na maioria das vezes, as alterações fisiopatológicas se 

instalam antes às alterações clínicas (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2017), 

sendo que, quando diagnosticado, o indivíduo com DM1 já apresenta aproximadamente 90-

95% de destruição das células β (FOULIS et al., 1984; WILLCOX et al., 2009). 

O desenvolvimento do DM1 ocorre por uma reação autoimune com destruição das 

células β-pancreáticas, e geralmente com a presença de auto anticorpos (sendo que os principais 

auto anticorpos são os: anticorpos anti-ilhotas (ICA) e auto anticorpos antidecarboxilase do 

ácido glutâmico (GAD65)), caso não seja desencadeado por reação autoimune, é provável que 

posteriormente ao início da destruição dessa células, ocorra o recrutamento das células do 

sistema imunológico, o que potencializa a destruição. Os casos que envolvem participação do 

sistema imunológico como desencadeadores, englobam aproximadamente de 70 a 90% dos 

casos de DM1 e são chamados de DM1 tipo 1A (EISENBARH, 2007), já as causas dos 10% 

restantes permanecem desconhecidas, o que é designado como DM1 de origem idiopática, onde 

não há presença de auto anticorpos, e são chamados de DM1 tipo 1B, porém, a recomendação 

terapêutica é a mesma para ambos os tipos (GIANANI et al., 2010). 

A pré-disposição genética é um dos principais fatores que culminam no 

desenvolvimento do DM1, sendo uma desordem poligênica, com aproximadamente 40 loci 

conhecidos por afetarem a susceptibilidade à doença. A maioria dos loci envolvidos estão 

ligados a resposta imunológica, ou seja, a influência genética contribui para uma resposta imune 

desordenada, o que leva a autodestruição das células β (CONCANNON et al., 2009). Ainda, a 

susceptibilidade genética pode também interferir nas respostas aos estímulos ambientais ou vias 

fisiológicas (COOPER et al., 2011), sendo assim, o ambiente pode ser um gatilho para àqueles 

indivíduos geneticamente susceptíveis (HALLER; ATKINSON; SCHATZ, 2005). Infecções 

como enteroviroses, rubéola e até mesmo citomegalovírus podem ativar mecanismos de 

destruição das células β (VAN DER WERF et al., 2007).  Toxinas e alguns agentes químicos 

também podem promover o gatilho desta destruição (ESPOSTI; SAVILAHTI; MYERS, 1996). 

Além disso, o aleitamento materno parece promover uma proteção contra o risco do 
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desenvolvimento do DM1, principalmente pela transferência de anticorpos protetores 

(LUOPAJÄRVI et al, 2008).  

1.2.2 As complicações no DM1 

A hiperglicemia, níveis glicêmicos acima de 126 mg/dL em jejum (SOCIEDADE 

BRASILEIRA DE DIABETES, 2017), em conjunto com baixos níveis de insulina, gera uma 

incapacidade de oxidação da glicose no tecido adiposo e muscular, assim como a sua 

metabolização no fígado (GLASGOW, 1992). Além disso, o excesso de glicose pode prejudicar 

as células e tecidos que não necessitam de insulina para internalizar a glicose. Contudo, a falta 

da insulina também induz a lipólise, com uma produção excessiva de ácidos graxos e também 

corpos cetônicos que podem culminar em acidose metabólica. Este estado gerado pela falta de 

insulina pode levar o indivíduo ao coma (SPERLING, 2002). 

Devido a quantidades insuficientes de insulina endógena é necessário utilizar o 

tratamento com insulina exógena para a normalização dos níveis de glicemia (CALLIARI; 

NORONHA, 2016; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2018), almejando alcançar as 

metas glicêmicas estabelecidas para cada situação (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 

2018). A maioria das crianças e adolescentes com DM1 devem realizar injeções múltiplas e 

diárias de insulina, ou até mesmo infusão subcutânea contínua, além disso, devem monitorar a 

glicemia várias vezes por dia (COOPER et al., 2013; AMERICAN DIABETES 

ASSOCIATION, 2018). Em alguns casos também são necessários a associação com 

hipoglicemiantes orais (REWERS et al., 2014). 

As metas glicêmicas estabelecidas pela International Society for Pediatric and 

Adolescent Diabetes (ISPAD) são: glicemia pré-prandial de 90-145 mg/dL; pós-prandial de 90-

180 mg/dL; glicemia ao deitar de 120-180 mg/dL; e hemoglobina glicada de até 7,5% 

(REWERS et al, 2014), os alvos glicêmicos estabelecido pela ISPAD são parecidos com os 

estabelecidos pela American Diabetes Association, onde os objetivos são: glicemia pré-prandial 

de 90-130 mg/dL; glicemia ao deitar de 90-150 mg/dL; e hemoglobina glicada de até 7,5% 

(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2018). Tais metas são guias iniciais que devem ser 

individualizados para os pacientes, conforme necessidade, garantindo que a glicemia chegue o 

mais próximo aos valores fisiológicos, com cuidados para não promover casos de hipoglicemia 

(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2018).  
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Estudos realizados pelo Diabetes Control and Complications Trial (DCCT), 

apresentaram que a maior parte das complicações no indivíduo diabético está relacionado ao 

descontrole metabólico (DCCT, 1993). Ainda, existem diversos benefícios da utilização do 

controle restrito da glicemia, obtendo resultados positivos no que se refere a alterações 

macrovasculares e renais (KÄHLER et al., 2014), porém este manejo apresenta alguns vieses 

como a adesão do paciente a um maior controle glicêmico e também a casos graves de 

hipoglicemia (AMERCIAN DIABETES ASSOCIATION, 2018).  

O risco de hipoglicemia grave em pacientes com DM1 é um fator importante no 

planejamento estratégico do protocolo de tratamento desses indivíduos (DCCT, 2005). 

Atualmente com vários mecanismos para realizar este controle, como o uso de bombas de 

insulina e monitoramento contínuo da glicemia, a utilização de estratégias para o controle 

glicêmico tem sido intensificado, buscando a redução da variabilidade glicêmica objetivando 

menos complicações relacionado não só à hiperglicemia mas também com a hipoglicemia 

(McCALL, 2012). 

As complicações resultantes do DM1 são as principais causas de morbidade e 

mortalidade nesses indivíduos, e são classificadas em macrovascular e microvascular. A 

principal complicação macrovasculares estão relacionadas a doenças cardiovasculares 

(MELENDEZ-RAMIREZ; RICHARDS; CEFALU, 2010), sendo que indivíduos diabéticos 

apresentam 10 vezes mais chances de complicações comparado a indivíduos não diabéticos, e 

um controle intensivo do DM1 pode reduzir em até 42% desses riscos cardiovasculares 

(ORCHARD et al., 2006). Entre as complicações microvasculares estão retinopatia e também 

neuropatia (ATKINSON; EISENBARCH; MICHELS 2014). A alta susceptibilidade de 

indivíduos diabéticos a infecções também é uma das principais complicações, principalmente 

em pacientes pós-cirúrgicos (CASQUEIRO; CASQUEIRO; ALVES, 2012). 

1.2.3 Indivíduos diabéticos são mais susceptíveis a infecções 

Existe uma correlação entre pacientes diabéticos e a ocorrência de infecções, e esse fato 

é ainda mais relevante se tratando de indivíduos com DM1, estima-se que em indivíduos 

hospitalizados, 6% das infecções e 12 % das mortes devido infecções ocorram em pacientes 

DM (CAREY et al., 2018). Vários estudos apontam que a presença de uma resposta imuno-

inflamatória deficiente na população com DM1 aumenta o risco de infecções (LO, 2005; 

SHAH; HUX, 2003), assim como a neuropatia diabética e também o descontrole no 

metabolismo lipídico (PEARSON-STUTTARD et al., 2016; PELEG et al., 2007). 
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Um controle glicêmico inadequado está diretamente relacionado ao risco de infecções 

nesses indivíduos (SIMONSEN et al., 2015). Diversas pesquisas tem apresentado que até 

mesmo um aumento agudo da glicemia está relacionado ao aumento de marcadores 

inflamatórios em indivíduos diabéticos. Em conjunto a isso, um aumento de 1 mMol/L (18 

mg/dL) de glicose no sangue pode elevar de 6 a 10% o risco de hospitalização por pneumonia, 

infeções de pele ou do trato urinário (BENFIELD; JENSEN; NORDESTGAARD, 2007; 

GORDIN et al., 2008). 

A alta susceptibilidade a infecções adicionadas ao fácil desenvolvimento de 

complicações infecciosas após um trauma ou cirurgia contribuem para um aumento na 

morbidade e mortalidade de pacientes diabéticos. Um estudo realizado entre 1996 e 2009 

mostrou que 81% das hospitalizações de indivíduos diabéticos eram devido as infecções 

bacterianas, e este fato estava relacionado a hiperglicemia (SIMONSEN et al., 2015). Outro 

estudo realizado com dois milhões de diabéticos no período entre 1979 a 2003 apresentou as 

bactérias Gram-negativas como responsáveis por 25% das infecções registradas, o restante 75% 

das infecções foram causadas por bactérias Gram-positivas (29%), patógenos anaeróbios (1%), 

fungos (2%) e outros patógenos desconhecidos (43%) (ESPER; MOSS; MARTIN, 2008). 

Os principais mecanismos para esta alta susceptibilidade às infecções em indivíduos 

diabéticos envolvem diversos fatores. Primeiramente, um ambiente hiperglicêmico pode 

potencializar diretamente a virulência de alguns patógenos (SIMONSEN et al., 2015). 

Outro fator importante que aumenta as chances de infecções é a própria nefropatia 

diabética, que está relacionada com maior prevalência de infecções nos indivíduos diabéticos, 

em conjunto a isso, um fraco controle glicêmico está associado a um maior consumo de 

antibióticos, e um maior consumo de antibióticos está relacionado a um risco elevado de 

desenvolvimento de nefropatia em indivíduos diabéticos (SIMONSEN et al., 2015). Este fato 

mostra como um descontrole da glicemia promove um efeito cascata em indivíduos diabéticos. 

A glicosúria, a dismotilidade gastrointestinal e urinária, são também três fatores 

presentes no DM que aumenta a susceptibilidade à infecções (CASQUEIRO; CASQUEIRO; 

ALVES, 2002). 

Por último, um fator crucial é uma resposta imunodeficiente em indivíduos diabéticos, 

que propicia a evasão de microrganismos, facilitando o estabelecimento de diversos tipos de 

infecções. Entre as diferentes falhas já descritas, destacam-se uma baixa produção de 

interleucinas (IL) em resposta a infecções, com menor secreção de IL-1 e IL-6, e menor resposta 
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aos estímulos por LPS, baixa atividade fagocítica e citotóxica, baixa adesão dos 

polimorfonucleares para migração celular além de menor atividade antioxidante 

(GEERLINGS; HOEPELMAN, 1999; PELEG et al., 2007). A hiperglicemia tem sido 

relacionada como o principal fator para essas alterações imunológicas (CASQUEIRO; 

CASQUEIRO; ALVES, 2012). 

1.2.4 A hiperglicemia altera a resposta imunológica 

Como principal gatilho para a predisposição a infecções em indivíduos diabéticos, a 

hiperglicemia altera diversas funções, componentes e mecanismos do sistema imune que 

favorece a evasão, permanência e crescimento de microrganismos causadores de infecções. O 

ambiente hiperglicêmico pode promover a glicação de proteínas, incluindo citocinas como IL-

10 e TNF-α, essa glicação inativa essas citocinas, diminuindo o potencial inflamatório e 

também anti-inflamatório do sistema imune.  

A hiperglicemia também contribui para a diminuição da atividade bactericida (SOUZA 

et al., 2007), a resposta da microvasculatura também é alterada pela hiperglicemia (ANJOS-

VALOTTA et al., 2006; RASSIAS et al., 1999; BAGDADE; WALTERS, 1980) o sistema 

complemento também sofre modificações (SAIEPOUR; SEHLIN; OLDENBORG, 2003), além 

de alterações na secreção de citocinas que influenciam na resolução da inflamação (SUN, et al. 

2012). 

A inabilidade da resolução da infecção em indivíduos diabéticos gera uma estimulação 

crônica dos macrófagos (CAMPUS et al, 2005; TARGHER et al., 2005). Muitos estudos 

mostram a flexibilidade fenotípica dos macrófagos em resposta a sinais do microambiente 

(MANTOVANI et al., 2008; HAGEMANN et al., 2008; KRAUSGRUBER et al., 2011; 

BRADY et al., 2016). Sabe-se que as funções dos macrófagos e o metabolismo da glicose estão 

interconectados, como por exemplo, a influência do metabolismo da glicose na resposta 

inflamatória contra a bactérias, sendo que um aumento no metabolismo de glicose pelos 

macrófagos pode influenciar a reprogramação metabólica e sua capacidade inflamatória 

(FREEMERMAN et al., 2014). Além disto, como outros autores já demonstraram, algumas 

quinases envolvidas no metabolismo da glicose são também responsáveis por um papel 

imunomodulatório nos macrófagos, mas se essa correlação é uni ou bidirecional ainda é pouco 

conhecida (MAUER et al., 2014). 
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1.3 Os macrófagos como células chave na resposta inflamatória 

Os macrófagos são componentes da imunidade inata e possuem um papel principal no 

reconhecimento de microrganismos, participando da inicialização e também da resolução da 

resposta inflamatória (BAIN et al., 2016). Além de participarem da ativação da imunidade 

adaptativa, onde atuam como células apresentadoras de antígenos (APC) (GORDON; 

MARTINEZ, 2010). 

Atuando como células sentinelas, os macrófagos são importantes sensores do 

microambiente e atuam como linha de frente do sistema imunológico onde coordenam funções 

metabólicas e imunológicas (GLASS; NATOLI 2016). Distribuídos estrategicamente em quase 

todos os tecidos do corpo, os macrófagos podem ser divididos em macrófagos residentes e 

macrófagos recrutados, sendo assim, essas células podem apresentar algumas atuações distintas 

dependendo do sítio microanatômico em que se encontram (GORDON; TAYLOR, 2005). Os 

macrófagos residentes possuem ontogenia diferente dos macrófagos recrutados. Representando 

o sistema mononuclear fagocítico, os macrófagos recrutados possuem origem na medula óssea, 

circulam no sangue como monócitos e populam os tecidos durante estado basal e também 

inflamação (GEISSMENN et al., 2010), já a ontogenia dos macrófagos residentes ainda não 

está bem, esclarecida, mas parece que se originam nos próprios sítios onde estão localizados 

como populações renováveis (DAVIES et al., 2013). 

Essas células possuem uma dualidade funcional, a proteção do hospedeiro versus a 

injuria tecidual, para isso, os macrófagos devem manter um estreito balanço entre suas funções 

de inflamação e resolução (GORDON; PLUDDEMANN, 2017), para evitar uma inflamação 

crônica e prolongada e ao mesmo assim orquestrar uma resposta eficiente (LOMBARDO et al., 

2007). 

Os macrófagos reconhecem uma gama de diferentes tipos de patógenos, onde 

distinguem patógenos através do reconhecimento de padrões moleculares associados a 

patógenos (PAMPs) via receptores de reconhecimento padrão (PRRs). A conexão entre os PRRs 

e os PAMPs é uma fonte primária de reconhecimento de patógenos e desencadeia as respostas 

mediadas pelos macrófagos (GLASS; NATOLI, 2016). Além disso, os macrófagos também 

reconhecem padrões moleculares associados a danos (DAMPs), que consiste no 

reconhecimento de moléculas liberadas pelas células injuriadas, desta maneira, os macrófagos 

desempenham papel fundamental no reconhecimento de patógenos e no reconhecimento de 

danos causados pelos patógenos (MATZINGER 2002). 
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Na presença do antígeno, os macrófagos realizam o processo de fagocitose, que tem 

basicamente dois objetivos: matar o microrganismo dentro do fagolisossoma, e também 

processar o antígeno para que possa ser apresentado aos linfócitos T, e assim, ativar uma 

resposta mais específica, a resposta imune adaptativa (DAVIES et al., 2013). Além desses dois 

passos, ao reconhecer o antígeno através do seu PRR específico, há a ativação de vias de 

sinalizações específicas que irão culminar na ativação de fatores de transcrição com liberação 

de mediadores imunes que terão importante papel na modulação do sítio inflamatório. 

Conforme o processo infeccioso evolui, os macrófagos irão alterar os tipos de mediadores 

liberados para suprir a demanda e também promover a resolução da inflamação assim que 

necessário (BONIAKOWSKI et al., 2017). 

Com ação pró ou anti-inflamatória, os mediadores imunes incluem: citocinas como as 

interleucinas (IL), fator de necrose tumoral (TNF), interferon (IFN), Espécies reativas de 

oxigênio e óxido nítrico (NO) entre outras, e a liberação desses mediadores dependem dos sinais 

do microambiente em que os macrófagos se encontram, dependendo do estágio do processo 

inflamatório. Cada um dos mediadores imunes possui funções específicas e papeis importantes 

na evolução de diversas patologias (AKIRA; TAKEDA; KAISHO, 2001). 

Dependendo dos estímulos externos e vias de sinalizações ativadas, os macrófagos 

podem se comportar como fenótipos diferentes, existem dois fenótipos bem esclarecidos: os 

macrófagos M1 e M2, ilustrados na Figura 4 (MURRAY, 2016; MOSSER; EDWARDS, 2008). 

Conhecido como ativação clássica, os macrófagos M1 apresentam uma característica pro-

inflamatória principalmente com uma imunidade direcionada para bactérias e patógenos 

intracelulares, sendo ativados após a sinalização pelo receptor do tipo Toll (TLR), um PRR, e 

também sinalização por IFN. Já a ativação dos macrófagos M2, é conhecida por ativação 

alternativa, está relacionada a imunidade contra helmintos e processos alérgicos, com uma 

função que visa reparo tecidual e remodelamento, nesse contexto a ativação é mediada 

principalmente por IL-4 ou IL-13 (AKIRA; TAKEDA; KAISHO, 2001). 
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Figura 3: A polarização dos macrófagos. Divisão representativa da polarização dos macrófagos, onde a ativação 
clássica promove a polarização para macrófagos M1, e a ativação alternativa para M2. Na divisão de cores na roda, 
em vermelho está representando os macrófagos da ativação clássica, relacionados à resposta pró-inflamatória, em 
amarelo está sendo representado a polarização dos macrófagos para modo de reparo, e em azul para macrófagos 
regulatórios. A capacidade plástica dos macrófagos permite que, dependendo do estímulo do microambieinte, ele 
transite por esses três perfis representados na roda das cores (Adaptado de: MOSSER; EDWARDS, 2008). 

A polarização dos macrófagos pode ser crucial para o sucesso da resposta inflamatória, 

e a mudança fenotípica pode ocorrer em diversos momentos de acordo com as mudanças 

fisiológicas ou desafios do ambiente (WYNN; CHAWLA; POLLARD 2013). A célula que se 

comporta como fenótipo M1, geralmente ativada via TLR, promove ativação de vias de 

sinalização pró-inflamatórias que irão contribuir para a ativação do fator nuclear kappa B (NK-

κB), e liberação de altos níveis de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-6 e IL-1β 

(BONIZZI; KARIN, 2004), com alta produção de Espécies reativas de oxigênio e NO, 

promovem resposta do tipo Th1, e possuem uma forte atividade microbicida e tumoricida, o 

que contribui para promover mais inflamação (SICA; MANTOVANI, 2012). A ativação do NK-

κB também promove a ativação de genes que são essenciais para a resolução da inflamação e 

para a polarização em M2 (LAWRENCE; GILROY, 2007). 

As vias de sinalização envolvidas na polarização para M2 são ativadas principalmente 

pela sinalização dos receptores para as interleucinas IL-4 e também IL-13. Os macrófagos M2 

estão envolvidos na resposta parasitária, na promoção do remodelamento tecidual e progressão 
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de tumores, promovem resposta do tipo Th2, apresentando uma função imunoreguladora. São 

caracterizadas por boa capacidade fagocítica, expressão elevada de receptores do tipo 

scavangers, expressam receptores de manose e galactose, produzem ornitina e poliaminas 

através da via da arginase e também liberam mediadores anti-inflamatórios como a IL-10 

(MOSSER; EDWARDS, 2008).  

Entre as extremas características da polarização dos macrófagos, há uma grande 

variação de comportamento dentro dessa classificação, onde essas células podem ter 

características que abarcam ambas as classificações, tendo perfil intermediário. Esta 

plasticidade dos macrófagos pode ser a razão do desenvolvimento de diversos tipos de doenças 

e complicações. Se por algum motivo há disfunções no processo de polarização dos 

macrófagos, o processo homeostático de inflamação e resolução da inflamação é rompido 

(SICA; MANTOVANI, 2012). Se no estado basal essas células estiverem “pré-polarizadas” 

para M1 ou M2, pode alterar drasticamente a resposta do organismo ao agente infeccioso 

(MARTINEZ; HELMING; GORDON, 2009; MOSSER; EDWARDS, 2012). 

Como células APC, os macrófagos apresentam antígenos via complexo de 

histocompatibilidade principal (MHC) de classe II (MHC-II), e assim auxiliam na ativação dos 

linfócitos T CD4+ (NEEFJES et al., 2011). Após o reconhecimento pelo PRR, o antígeno é 

englobado, processado e fragmentado para que, partes de sua estrutura sejam expostas na 

superfície celular pelo MHC-II, esta molécula forma um suporte para os peptídeos do antígeno, 

e assim, é enviada para a superfície celular o complexo MHC-II e antígeno (NEEFJES et al., 

2011). Este processo irá ativar a resposta adaptativa, com expansão clonal de linfócitos T. 

Porém, a molécula do MHC-II sozinha não é suficiente para ativar os linfócitos T, por isso as 

moléculas co-estimulatóras são necessárias para que promovam a geração de sinais 

secundários. As moléculas acessórias CD86 e CD80 são os sinais co-estimulatórios mais 

importantes deste processo. Caso o CD86 não esteja presente e/ou não esteja funcionando 

adequadamente, a apresentação de antígeno torna-se prejudicada (SUBAUSTE et al.,1998). 

1.3.1 Ativação do TLR4 por lipopolissacarídeo 

Um PRR importante para o reconhecimento de bactérias Gram-negativas é o TLR4, que 

forma um complexo TLR-4/MD2/CD14 para reconhecer o lipopolissacarídeo (LPS), 

constituinte da parede dessas bactérias (Van AMERSFOOT, 2003). Primeiramente, o LPS se 

liga a proteína ligadora de LPS (LBP) presente no soro e em fluídos, e forma o complexo LPS-

LBP. O LBP transfere o LPS para o CD14, uma glicoproteína presente na superfície dos 



31 
 

macrófagos, e o CD14 transfere o LPS para o MD-2 no complexo TLR4/MD-2 (Figura 4) (da 

SILVA CORREIA et al., 2001; GIOANNINI et al., 2005).  

A transferência do sinal via TLR4/MD2, induzida pelo complexo LPS-LBP, junto ao 

CD14, possui duas vias bem esclarecidas: a via dependente de MyD88 e a via dependente de 

TRIF, também conhecida como via independente de MyD88, onde ocorre o recrutamento de 

dois pares de proteínas adaptadoras TIRAP/MyD88 e TRAM/TRIF respectivamente, e esses 

recrutam outras quinases formando complexos multimoleculares (KAWAI; AKIRA, 2007). A 

via dependente de MyD88 irá promover uma ativação de fase inicial de NF-κB, de proteínas 

quinases ativadas por mitógeno (MAPK) e proteína ativadora 1 (AP1), com o controle da 

produção de citocinas como TNF-α e IL-6 (KAWAI; AKIRA, 2007; KUMAR et al., 2009a, b; 

BODE et al., 2012). Já a via dependente de TRIF inicia a sinalização da via promovendo a 

expressão de IFN do tipo 1 e quimiocinas induzidas por IFN, como a IL-10, também promove 

uma ativação de fase tardia do NF-κB e MAPK (KAWAI; AKIRA, 2011). Sendo assim, a 

sinalização inicia pela via TLR4 ativando MyD88 através da transdução de sinal do receptor, 

já o complexo TRAM/TRIF é recrutado após a endocitose do TLR4 (AKIRA; TAKEDA, 2004; 

HUSEBYE et al., 2006).  
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Figura 4: Reconhecimento do LPS via TLR4.  O LPS se liga ao LBP, que transfere o LPS para o CD14, presente 
na membrana celular. O CD14 transfere então o LPS para o complexo TLR4-MD2, e o sinal será transmitido via 
MyD88, que irá ativar vias de sinalização para a secreção de citocinas pró-inflamatórias. A via dependente de 
TRIF irá ser ativada com a endocitose do complexo TLR4-MD2-CD14, e irá promover primariamente a secreção 
de IFN do tipo 1 (Adaptado de: PŁÓCIENNIKOWSKA et al., 2014). 

A interação do LPS com TLR4 é caracterizada pela ativação de cascatas inflamatórias e 

metabólicas, de cascatas envolvidas na sobrevivência celular e também crescimento e 

diferenciação (DOYLE; O’NEIL, 2006). Dentre as diferentes vias ativadas através da 

sinalização do TLR4, a via fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3 quinase (PI3K)/proteína quinase B 

(AKT) possui um papel central na regulação da sobrevivência celular e proliferação (KATSO 

et al., 2001).  

Após a ligação do TLR4 com o seu agonista LPS, há o recrutamento de TIRAP/MYD88 

com ativação da PI3K, esta quando fosforilada em sua subunidade regulatória p85, realiza a 

conversão de fosfatidilinositol (4,5) -bifosfato (PIP2) em fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato 
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(PIP3), e a PIP3 ativa a proteína quinase dependente de fosfoinositol 1 (PDK1) que fosforila a 

AKT, e a recruta para próximo da membrana plasmática (ALESSI et al., 1994). A molécula 

mTORC2 também ativa a AKT, que consequentemente ativa mTORC1, com ativação de suas 

proteínas que promovem síntese proteica, essencial para produção e secreção de citocinas 

(Figura 5). 

Outras vias de sinalização que também estão envolvidas na sinalização do TLR4-LPS, 

são as MAPK, a proteína quinase ativada por AMP (AMPK) que é um dos principais sensores 

energéticos da célula (HARDIE et al., 2017), as diferentes isoformas da proteína quinase C 

(PKC), e também o complexo mTOR (HOWELL; MANNING, 2011). A cascata de sinalização 

das MAPK é composta por MAPK, MAPK quinase e MAPK quinase quinase (SWEET; 

HUME, 1996). O conjunto de proteínas das MAPK é composto pela proteína quinase regulada 

por sinais extracelulares 1 e 2 (ERK 1/2), proteína quinase ativada por estresse ou c-jun NH2- 

terminal (SAPK/JNK) e também pela proteína quinase p38. Elas possuem importante papel na 

resposta inflamatória, levando a ativação dos fatores de transcrição AP1 e NF-κB. A ativação 

da sinalização das MAPK induz mudanças na cromatina que irão remover os freios que 

previnem a expressão de genes inflamatórios em estado basal (MEDZHITOV; HORNG, 2009). 

A ERK1/2 é ativada através de sua fosforilação, e a sua inibição promove uma redução 

da liberação de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α e IL-1 induzida por LPS em monócitos 

(GUHA; MACKMAN et al., 2001). A via da SAPK/JNK é ativada por LPS também, e seus 

alvos envolvem fatores de transcrição que regulam genes inflamatórios (SWANTEK et al., 

1997). 

O mTOR (alvo da rapamicina em mamíferos) é uma quinase serina/treonina e apresenta 

uma subunidade catalítica com dois complexos, complexo mTOR 1 (mTORC1) e complexo 

mTOR 2 (mTORC 2). Possui a função de sensor energético na célula o que auxilia na 

disponibilidade de nutrientes e sua utilização pelas vias dos processos metabólicos como a 

síntese proteica, glicólise e também lipogênese (HOWELL; MANNING, 2011), e é central na 

regulação metabólica da imunidade (O’NEILL; HARDIE, 2013). O mTORC1 é regulado 

negativamente pelo complexo de tuberose esclerosa ou complexo esclerose tuberosa (TSC) 1 e 

2. Sabe-se que a via de mTORC1 pode coordenar alterações metabólicas durante a ativação dos 

macrófagos, onde a ativação dos macrófagos com LPS resulta em ativação do mTORC1 com 

fosforilação em seus alvos: a proteína ribossomal S6 (S6K1) e 4E-BP1 (BYLES et al., 2013). 

Ainda, macrófagos nocautes para TSC1 possuem alta atividade de mTORC1, que além 

de diminuída sinalização da AKT, apresentam uma menor ativação de seus alvos, como a 
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FOXO1, o que provavelmente ocorre devido ao feedback negativo mediado pela ativação de 

mTORC1. Porém, não se sabe ainda o quanto esse mecanismo implica na liberação de citocinas 

que poderia interferir na polarização desses macrófagos para M2 (BYLES et al., 2013). Além 

disso, a ativação de mTORC1 suprime a autofagia, um processo catabólico para degradação 

lisossomal e de organelas injuriadas. 

Identificado como um regulador metabólico e inflamatório, a AMPK atua inativando 

componentes do complexo mTOR, através da fosforilação e ativação do inibidor de mTOR, o 

TSC-2, induzindo uma resposta anti-inflamatória. Isso ocorre, principalmente, como um 

resultado de privação de energia, o que promove uma supressão na síntese proteica e 

crescimento celular (HARDIE; CARLING, 2008; INOKI; ZHU; GUAN, 2003). 

A AMPK pode ser rapidamente ativada ou inativada por sinais anti-inflamatórios ou 

pro-inflamatórios respectivamente (SAG et al., 2008). A ativação da AKT também é regulada 

positivamente pela AMPK (SAG et al., 2008). A sinalização via TLR4 induz além das alterações 

inflamatórias, mudanças metabólicas. A ativação da AKT neste cenário faz parte da ação anti-

inflamatória da AMPK (GUHA et al., 2002). 

Diferentes isoformas da proteina quinase C (PKC) auxiliam na sinalização gerada pelo 

complexo LPS-TLR4. Suas isoformas são divididas em subfamílias de acordo com os requisitos 

necessários para sua ativação. PKC-α, -βI e βII necessitam de cálcio, fosfatidilserina e de 

diacilglicerol, já a PKC-δ, -ε, -η e –θ requerem diacilglicerol e fosfatidilserina, mas são cálcio 

independente (NEWTON, 2003). A PKC-α está envolvida na ativação da MAPK, liberação de 

TNF-α, IL-1β, NO, assim como na fagocitose e também na destruição de microrganismos 

intracelulares (POOLE et al., 2004). A PKC-δ também atua na sinalização mediada por TLR4, 

possui papel fundamental na propagação do sinal do TLR4 via interação com TIRAP tendo 

ação principal na ativação do NF-κB, produção de citocinas inflamatórias e (KONTNY et al., 

2000). Modificações na atividade da PKC altera a liberação de citocinas (FRONHOFER; 

LENNARTZ; LOEGERING, 2006). 

A conexão entre a resposta imune e o metabolismo energético tem sido foco nos últimos 

anos (BUCK et al., 2017; den BOSSCHE et al., 2017; LANGSTON et al., 2017; LEE et al., 

2018; O’NEILL, PEAERCE, 2016). A glicose é metabolizada principalmente para gerar energia 

na forma de ATP (NAGY et al., 2015). Os macrófagos metabolizam a glicose para responder a 

alguns tipos de estímulos, selecionando a via que irá gerar os intermediários metabólicos para 

beneficiar e suprir o tipo de resposta necessária para a manutenção celular. Além disso, o 
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microambiente pode influenciar diretamente os macrófagos e a forma como a glicose será 

metabolizada, e isso terá influência direta na resposta inflamatória (O’NEILL et al., 2014).  

As células normalmente priorizam a fosforilação oxidativa para a geração de ATP, no 

entanto algumas condições podem promover a priorização da via glicolítica para metabolizar a 

glicose mesmo em condições aeróbias, e isso de alguma forma confere vantagem para essas 

células (NAGY; HASCHEMI, 2015). Este fato foi primeiramente descrito em células 

cancerígenas, um fenômeno chamado de “efeito Warburg”, onde as células mesmo na presença 

de oxigênio desviavam a maior parte do piruvato, produto final da glicólise, para lactato, ao 

invés de converter em Acetyl-CoA para realizar a OXPHOS (KRAWCZYK et al., 2010). Este 

efeito também é observado em células imunes (O’NEILL; KISHTON; RATHMELL, 2016). 

O tipo de resposta dos macrófagos, é altamente influenciado pelas vias de metabolização 

da glicose e tem sido demonstrado que os macrófagos M1 priorizam a glicólise, e os M2 

direcionam priorizam a OXPHOS (FREEMERMAN et al., 2014; MILLS et al., 2016; 

O’NEILL; KISHTON; RATHMELL, 2016). Em conjunto a isso, os macrófagos consomem 

uma maior quantidade de glicose quando estimulados por LPS (FREEMERMAN et al., 2014), 

o que é afetado por fatores como a expressão do transportador de glicose e da capacidade da 

célula em aumentar a atividade da via da glicólise (FUKUZUMI et al., 1996). Da mesma 

maneira, após uma superexpressão de GLUT1, principal transportador de glicose em 

macrófagos, há um aumento na produção de espécies reativas de oxigênio e alguns mediadores 

pró-inflamatórios por macrófagos RAW 264.7 (FREERMERMEN 2014). O tipo e a quantidade 

de energia disponível para os macrófagos serão essenciais para modificar e direcionar o tipo de 

resposta que esta célula vai proporcionar. 

Sendo assim, a ativação dos macrófagos via TLR4-LPS, promove uma mudança no 

metabolismo dos macrófagos, aumento da glicólise, e atenuação do metabolismo oxidativo, que 

é mediado em parte pelo NO, isso leva a uma limitação na cadeia de transporte de elétrons, e 

consequentemente acumulo de espécies reativas de oxigênio. O aumento da expressão de 

GLUT1, na ativação por LPS e aumento da glicólise são dependentes de PI3K/AKT, e esses 

efeitos são opostos aos da AMPK. Além disso, a sinalização de IL-10 promove a mudança da 

glicólise para a fosforilação oxidativa, diminuindo a sinalização do TLR4 (RODRIGUES-

PRADOS et al., 2010). A ativação de mTORC1 também ativa a glicólise. 

A sinalização da AKT mediada por TLR4 e o seu papel na inflamação mitocondrial 

ainda não está bem definida (KENNY; O’NEIL, 2008). A via PI3K/AKT possui tanto papel 

pró-inflamatório como anti-inflamatório na sinalização do TLR e esta via pode ser o link entre 
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a resposta imune através do TLR e restauração do metabolismo energético (BAUERFELD et 

al., 2012). 

 

Figura 5: Via de sinalização do TLR-LPS.  A ligação do LPS ao TLR4 promove o recrutamento da molécula 
adaptadora MYD88, esta molécula ativa a PI3K subunidade p85, converte PIP2 em PIP3 que recruta a AKT para 
a membrana, a Akt possui papel fundamental na ativação de outras vias de sinalização que culminam na liberação 
de citocinas, incluindo mTORC1, que fosforila a proteína S6, envolvida na síntese proteica e ativação do fator de 
transcrição NF-κB. O recrutamento de MYD88 também ativa as PKCs, proteínas envolvidas na fagocitose, morte 
microbiana e também na ativação do fator de transcrição NF-κB que culmina na produção e secreção de citocinas 
inflamatórias. O complexo das MAPK também é ativado via TLR4-LPS, culminando na ativação do fator de 
transcrição AP1, que também é responsável por promover síntese e secreção de citocinas inflamatórias (AKIRA; 
TAKEDA 2004; LOEGERING; LENNARTZ 2011). 

A desregulação nos macrófagos dos camundongos diabéticos pode ser causada por 

deficiência de insulina ou efeitos diretos da hiperglicemia nos precursores das células do 

hospedeiro (SUN et al., 2012).  A hiperglicemia pode alterar algumas moléculas de superfície 

como os PRRs (MOHAMMAD, et al. 2006), moléculas envolvidas na ativação na imunidade 

adaptativa como o MHC, (TURINA et al., 2006a, b) e moléculas co-estimulatórias 

(GONZALEZ, et al. 2012), como por exemplo o CD86 (SUN, et al., 2012). Além disso, o estado 

hiperglicêmico pode ocasionar a glicação de proteínas levando a sua inativação (TURINA et 

al., 2006a, b). Também já foi observado aumento na expressão de p38 MAPK (DANDONA et 

al., 2013), alteração na PKC (PILLAY; XIAO; OLEFSKY, 1996), e AKT (COVARRUBIAS et 

al., 2015). 
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A desregulação da homeostasia da glicose é um dos fatores chave para a contribuição 

de infecções no diabetes (DASU; DEVARAJ, JIALAL, 2007; GUPTA et al., 2007; SHILLING; 

RAPHAEL, 2008). Ainda, há algumas dúvidas em relação ao efeito da hiperglicemia na 

secreção de citocinas inflamatórias (XIU, et al., 2014). Alguns autores defendem que o estado 

hiperglicêmico promove uma secreção espontânea de citocinas pró-inflamatórias (TURINA; 

FRY; POLK, 2005; OHNO; AOKI; NISHIMURA, 1993), entretanto, após estímulos, a 

produção das citocinas é inferior quando comparado à condição normoglicêmica 

(GEERLINGS; HOEPELMAN, 1999).  

Os macrófagos são células essenciais para a inflamação, pois iniciam e controlam a 

resposta através da liberação e recepção de mediadores pró- e anti-inflamatórios. O ambiente 

hiperglicêmico em macrófagos pode estar relacionado ao aumento da susceptibilidade dos 

diabéticos a infecções (FORBES et al., 2013). Uma inflamação descontrolada pode promover 

injúria tecidual, e a inflamação crônica é uma das principais características nos sítios das 

complicações diabéticas (FORBES et al., 2013). Por isso, avaliar a influência hiperglicemia in 

vivo e in vitro simultaneamente a outros estímulos inflamatórios irá ampliar nosso 

conhecimento sobre a resposta inflamatória e a susceptibilidade a infecção em animais 

diabéticos. 

1.4 Modelo experimental de DM1 

Há diversos modelos animais para o estudo do DM1, um dos grandes desafios na 

utilização desses modelos é que a patogênese do DM1 ainda não está totalmente descrita. É 

necessário saber a pergunta que se quer responder para a escolha do melhor modelo. Entre os 

modelos existentes, existem os modelos de desenvolvimento espontâneo do DM1 como 

camundongos NOD ou diabetes sem obesidade, e também os modelos experimentalmente 

induzidos, que promovem a destruição das células β-pancreáticas, como o modelo de DM1 

induzido por aloxana (ALX), e o modelo induzido por estreptozotocina (STZ) (VAN BELLE; 

TAYLOR; VONHERRARTH, 2009).  

Os modelos induzidos por ALX e STZ, são conhecidos por indução química de DM1, 

tais drogas diabetogênicas destroem boa parte das células produtoras e secretoras de insulina e 

promove insulinopenia com consequente hiperglicemia e perda de peso (DUFRANE et al., 

2006). Nesses modelos, a indução do diabetes é realizada com aproximadamente 7 dias antes 

do experimento para garantir a estabilidade da hiperglicemia. A ALX e a STZ são 

estruturalmente parecidas com a glicose e é necessário que os animais estejam em jejum para a 
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indução do DM1 para que não ocorra competição da glicose com a droga utilizada (BANSAL 

et al., 1980).  

O mecanismo de ação para a destruição das células β pelos agentes diabetogênicos ALX 

e STZ são distintos. A ALX é um derivado de pirimidina, e induz necrose das células β 

pancreáticas (LENZEN, 1998). Possui 2 mecanismos de ação, inibe a glucoquinase inibindo 

assim a secreção de insulina induzida por glicose, e induz a formação de Espécies reativas de 

oxigênio que resulta na destruição seletiva das células β. Por sua similaridade com a glicose, a 

ALX entra nas células β através do transportador de glicose presente na membrana plasmática 

dessas células, o GLUT2 (LENZEN, 2008; DUNN et al., 1943).  

A STZ possui o seu efeito diabetogênio através do seu potencial de alquilação, é 

específico para células beta. A STZ inibe a secreção de insulina e causa um acúmulo de STZ 

nas células beta pancreáticas, onde entra através do GLUT2. Sua ação ocorre por alquilação do 

ácido desoxirribonucleico (NAD ou DNA) celular, ocorre a transferência de um grupo metil da 

STZ para o DNA, que resulta em fragmentação do DNA. Ocorre uma superestimulação de 

ADP-ribose polimerase, diminuindo NAD+ e subsequentemente ATP. Com a depleção das 

reservas de energia, a célula beta entra em necrose (WEISS, 1982; PRESTON, 1985). 

Após a injeção da droga ALX, ocorre uma primeira fase transitória de hipoglicemia que 

dura aproximadamente 30 minutos, e este fato ocorre devido uma liberação transiente de 

insulina. Isso ocorre devido uma redução temporária no consumo de ATP aumentando a sua 

disponibilidade causado pelo bloqueio da fosforilação da glicose através da inibição da 

glucoquinase. Esta fase de hipoglicemia não ocorre no modelo induzido por STZ.  Na segunda 

fase ocorre um aumento na concentração de glicose sanguínea, uma hora após a administração 

de ALX ou STZ, com uma diminuição da insulina circulante. Esta primeira fase de 

hiperglicemia, dura aproximadamente de 2 a 4 horas, e é causada pela inibição da secreção de 

insulina. Nesta fase há algumas alterações morfológicas, incluindo vacuolização intracelular e 

inchaço da mitocôndria nas células β (LENZEN, 2008).  

A terceira fase, é uma fase de hipoglicemia, e ocorre 4-8 horas após a injeção. Essa fase 

de hipoglicemia ocorre devido grande quantidade de insulina na circulação resultante da 

secreção dos grânulos de insulina e ruptura das células β. A quarta e última fase é a fase 

hiperglicêmica, que é permanente, onde há degranulação completa e perda da integridade 

celular. Esta fase pode ser atingida de 12-48 horas após a injeção de ALX ou STZ (LENZEN, 

2008). 
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Pela seletividade com o GLUT2, tanto a ALX quanto a STZ podem promover danos em 

outros tecidos que também expressam este transportador, como as células tubulares nos rins e 

hepatócitos no fígado (LENZEN 2008). 
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2. JUSTIFICATIVA 

Indivíduos diabéticos são mais susceptíveis a infecções comparado aos indivíduos 

sadios, e existem indícios de que a hiperglicemia é um dos principais motivos para o aumento 

desta susceptibilidade (CASQUEIRO; CASQUEIRO; ALVES, 2012). Os macrófagos como 

células pontuais para a resposta inflamatória possivelmente são modulados pelo excesso de 

glicose sanguínea. Elucidar o efeito da hiperglicemia em alguns aspectos dos macrófagos, como 

expressão de PRR, via de sinalização inflamatória e também liberação de citocinas e perfil 

metabólico pode nos ajudar a entender os mecanismos que promovem a alta susceptibilidade 

de diabéticos a infecções. 
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3. OBJETIVOS 

Temos como objetivo avaliar o efeito da hiperglicemia sobre os macrófagos derivados 

de medula óssea (BMDM), principalmente na expressão de TLR4, ativação de vias de 

sinalização ativadas pelo TLR4-LPS, liberação de mediadores imunes, marcadores de 

polarização e metabolismo da glicose. 

Também objetivamos verificar o efeito da hiperglicemia em macrófagos peritoneais 

(MP). 

Realizamos duas comparações, a diferença dos BMDM e dos MP de animais diabéticos 

e não diabéticos, e o efeito da alta concentração de glicose in vitro. Para tanto, objetivamos 

avaliar o efeito da hiperglicemia ou da alta concentração de glicose in vitro e assim: 

 Verificar a diferença do perfil inflamatório entre os BMDM de animais 

diabéticos e não diabéticos; 

 Avaliar as alterações fenotípicas; 

 Verificar possíveis alterações na polarização dos BMDM; 

 Avaliar a resposta dos BMDM através da via do TLR ativado por LPS; 

 Avaliar o efeito a curto ou longo prazo da alta concentração de glicose in vitro; 

 Verificar possíveis alterações imunometabólicas; 

 Verificar possíveis alterações na liberação de citocinas pelos MP. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Animais 

O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo (CEUA/FCF/488). Foram 

utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6, com peso inicial de 25 a 30 gramas 

com idade entre 9 a 11 semanas. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, contendo no 

máximo cinco animais, com ciclo artificial claro/escuro de 12 horas, a uma temperatura 

ambiente constante de 22º ± 2º C e com suprimentos de água e alimento disponíveis todo o 

tempo. O estudo foi realizado de acordo com os princípios e guias do Conselho Nacional de 

Controle de Experimentação Animal (CONCEA). 

4.2 Indução do diabetes mellitus 

Para indução do DM, os animais foram pesados e a glicemia foi mensurada através de 

um monitor de glicose (Advantage, Lilly, Indianápolis, Indiana, EUA). Os animais 

permaneceram em jejum por 12 horas antes de receberem uma injeção endovenosa de aloxana 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) (60 mg/kg) dissolvida em solução salina fisiológica 

e, após a injeção, permaneceram por mais 5 horas em jejum. Após 10 dias, os animais foram 

pesados e a glicemia foi determinada novamente. Os animais utilizados no estudo foram 

considerados diabéticos quando a glicemia foi superior a 300 mg/dL (SPILLER et al., 2012; 

TESSARO et al., 2017). Os animais não diabéticos passaram pelos mesmos procedimentos e 

receberam apenas o veículo no momento da injeção endovenosa. 

4.3 Obtenção dos macrófagos  

Após 10 dias da injeção da aloxana (animais diabéticos), ou do veículo (animais não 

diabéticos), os animais foram eutanasiados com cloridrato de cetamina (270mg/kg) e cloridrato 

de xilasina (30mg/kg). Em seguida foram realizadas as coletas dos macrófagos derivados de 

medula óssea (BMDM) de animais não diabéticos (ND-BMDM) e animais diabéticos (D-

BMDM), e macrófagos peritoneais (MP) de animais não diabéticos (ND-MP) e diabéticos (D-

MP). 
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4.4 Diferenciação do material medular 

O conteúdo da medula óssea foi coletado conforme descrito por MARIM e 

colaboradores (2010). Foi realizada uma excisão cirúrgica dos fêmures dos animais, as 

extremidades foram cortadas e o material medular foi obtido através da lavagem do interior do 

fêmur. O material medular foi incubado em meio R20/30 (meio RPMI-1640 (Gibco® by life 

technologies ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), 20% de soro fetal 

bovino (Sigma-Aldrich) e 30% de diferenciador para macrófagos provenientes de meio 

condicionado da cultura do cultivo de fibroblastos L929 (LCCM)), por sete dias para 

diferenciação, sendo suplementado com meio R20/30 no quarto dia de cultura (MARIM et al., 

2012). 

No sétimo dia, as células aderentes foram coletadas, centrifugadas, ressuspensas em 

meio R10/5 (meio RPMI 1640, 10% de soro fetal bovino e 5% de LCCM). A contagem das 

células foi realizada por azul de trypan (Gibco® by life technologies ThermoFisher Scientific) 

e o cálculo foi feito baseado na quantidade de células viáveis através da exclusão das células 

coradas. Em seguida, as células foram distribuídas em placa de 6 poços com uma concentração 

de 2x106 célula/poço (TESSARO et al., 2017). 

4.5 Obtenção dos macrófagos peritoneais (MP) 

Os MP foram coletados através do lavado peritoneal (NUNES et al., 2007). Após 

centrifugação dos lavados, o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas em 

meio RPMI 1640, em seguida as células foram contadas e por azul de trypan a viabilidade 

celular foi verificada, e então as células foram distribuídas em uma placa de 6 poços. As células 

permaneceram em meio RPMI 1640 por 2 horas para aderência, os poços foram lavados com 

PBS e meio RPMI1640 com 10% de soro fetal bovino foi adicionado, a placa permaneceu por 

12 horas em estufa a 37°C a 5 % de CO2. Após a incubação, o sobrenadante foi descartado, os 

poços foram lavados com PBS e as células foram tratadas conforme figura 6, o sobrenadante 

foi coletado e armazenado para dosagem de citocinas. 

4.6 Tratamento das células 

Após 12 horas de incubação celular, o sobrenadante foi descartado, os poços foram 

lavados com PBS morno e as células foram cultivadas com RPMI-1640 no glucose e a 

concentração de glicose foi ajustada adicionando uma solução de glicose (ambos da Gibco® by 

life technologies ThermoFisher Scientific). As células foram mantidas em diferentes 
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concentrações de glicose, sendo que a concentração normal de glicose foi considerada como 

5,5 mM, enquanto que alta concentração de glicose foi considerada sendo 25 e 40 mM 

(SHERRY et al., 2007; CHENG et al., 2015; CHUNG et al., 2015). As células foram 

estimuladas por LPS (100 ng/mL) (Sigma-Aldrich) ao mesmo tempo que receberam o 

tratamento com glicose (TESSARO et al., 2017).  

Foi realizada uma cinética em forma de evolução temporal para verificar a liberação dos 

mediadores inflamatórios no sobrenadante da cultura celular, a expressão das proteínas 

envolvidas na via de sinalização do TLR4 no lisado celular, expressão de marcadores M1 e M2 

na superfície celular, fagocitose, expressão de marcadores envolvidos na ativação da imunidade 

adaptativa na superfície celular. 

Para os BMDM que foram incubados por 7 dias, houve suplementação com o meio de 

cultura celular no terceiro dia de incubação (LACHMANDS et al., 2015).  

Foi realizada uma cinética em evolução temporal para realizar os ensaios descritos 

abaixo (Figura 6). Considerando como curto prazo, o tempo de incubação até 48 horas, e longo 

prazo, as células cultivadas por 7 dias.  
 

 
Figura 6: Tratamento dos macrófagos com diferentes concentrações de glicose. 

4.7 Ensaio para atividade do metabolismo mitocondrial 

Em uma placa de 96 poços, 2x105 células foram distribuídas em cada poço 

(LOMBARDO et al., 2007), e mantidas em estufa 37°C e 5% de CO2 por 12 horas para 
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completa adesão. As células foram lavadas com PBS morno e os tratamentos com as diferentes 

concentrações de glicose foram realizados conforme descrito em 4.6, este teste foi realizado 

após 24, 48 horas e 7 dias de cultura celular. Após o período de incubação celular com os 

tratamentos foi adicionado 100 μL da solução de 3-[4,5- dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl 

tetrazolium bromide (MTT) (0,5 mg/mL) em cada poço e a incubação foi realizada por 4h. O 

sobrenadante foi retirado e os cristais foram solubilizados com dimetilsulfóxido (DMSO) e a 

leitura foi realizada em leitor de placas a 540nm (Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek 

Instruments). Os valores apresentados são em relação à porcentagem do controle 

(LOMBARDO et al., 2007). 

4.8 Quantificação de citocinas por ensaio imunoenzimático  

A quantificação das citocinas foi realizada em amostras do sobrenadante da cultura 

celular pela técnica de ensaio imunoenzimático, utilizando-se kits comerciais, segundo as 

normas do fabricante (R&D® Systems, Inc., Mineapolis, MN, EUA).  

4.9 Dosagem de Lactato 

Os BMDM foram cultivados em uma placa de 6 poços e incubadas por 24 horas nas 

condições citadas na figura 5. Foi utilizado o kit comercial L-lactate assay kit (Abcam ab65330, 

Cambridge, Reino Unido) e realizado de acordo com as instruções na bula. Brevemente, a 

amostra foi desproteinizada, e em uma placa de 96 poços as amostras foram distribuidas e 

incubadas com o tampão do ensaio do kit, mix de substrato do lactato e mix de enzima de 

lactato. Após 30 minutos de incubação a temperatura ambiente, a densidade óptica foi 

mensurada a 450 nm em um leitor de placa. 

4.10 Atividade de arginase 

A atividade de arginase foi realizada como descrito previamente (CORRALIZA et al., 

1995). Os BMDM foram cultivados em uma placa de 6 poços e incubadas por 24 horas nas 

condições citadas na figura 5. Brevemente, as células foram lisadas com 0,1% Triton X-100, 

então foi adicionado um tampão contendo 25 mM Tris-HCl e 5 mM of MnCl2, e as amostras 

foram aquecidas para ocorrer a ativação da enzima. Após isso, o lisado ativado foi incubado 

com 0,5 M de arginina para hidrólise. A reação foi parada pela adição de 400 μL de 

H2SO4:H3PO4:H2O. Após incubação com 9% α-isonitrosophenone e aquecidas a 100°C por 45 

minutos, a uréia foi mensurada a 540 nm. 
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4.11 Quantificação de óxido nítrico 

Usamos a reação de GRIESS para verificar o óxido nítrico no sobrenadante de 7 dias de 

cultura de BMDM. Resumidamente, os sobrenadantes de 7 dias de BMDM foram adicionados 

em uma placa de 96 poços e incubados com a reação GRIESS ([1% sulfanilamida/0,1% N- (1-

naftil) etilenodiamina dicloridrato /2,5% H3PO4) por 15 minutos em temperatura ambiente e 

depois lido a 540 nm em um leitor de microplacas. 

4.12 Quantificação de peróxido de hidrogênio 

Os BMDM foram cultivados em uma placa de 6 poços e a quantificação de H2O2 foi 

realizada no sobrenadante da cultura celular após 24, 48 horas e 7 dias por uma técnica 

enzimática que usa o reagente 10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine para detectar o H2O2 

utilizando um kit comercial, segundo as normas do fabricante (Amplex® Red Hydrogen 

Peroxide/Peroxidase Assay kit - Invitrogen®). 

4.13 Consumo de oxigênio 

O oxigênio foi medido utilizando o kit de ensaio de consumo de oxigênio extracelular 

(ab197243) (Abcam) e realizado de acordo com as instruções na bula da empresa. As células 

foram semeadas numa placa de 96 poços, com as mesmas condições da figura 5, incubadas com 

reagente de O2, cobertas com óleo mineral e lidas subsequentemente em um curso de tempo 

num leitor de microplacas de fluorescência. 

4.14 Marcadores de superfície celular e viabilidade por citometria de fluxo 

Para confirmar a diferenciação do material da medula óssea para macrófagos foi 

utilizado como alvo o marcador específico de macrófagos F4/80. Após 7 dias de diferenciação, 

as células foram retiradas das placas de Petri com auxílio de PBS gelado estéril, o material foi 

centrifugado e em seguida as células foram marcadas utilizando anticorpo PE anti-mouse F4/80 

(F4/80 anti-mouse PE clone T45-2342) (BD Biosciences Pharmigen Franklin Lakes, Nova 

Jersey, EUA) na diluição 1/100. Após 30 minutos de incubação a 4°C foi realizado a aquisição 

das células em citômetro de fluxo FACSCanto II e analisadas utilizando FlowJo Software. 

A viabilidade celular dos macrófagos foi avaliada por iodeto de propídio (PI) após 24 e 

48 horas de tratamento. Os macrófagos foram descolados da placa com solução de PBS e SFB 

5%. As células foram marcadas por Pe/PercP anti-mouse PI (Thermo Fisher®) na diuição de 
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1/100 e analisadas em citômetro de fluxo FACSCantoII e analisados utilizando FlowJo 

Software.  

Após os tempos dos tratamentos, as células foram retiradas da placa com solução de 

PBS e soro fetal bovino 5%, gelado, centrifugadas, lavadas e em seguida foram marcadas com 

anticorpos para TLR4 (PE anti-mouse TLR4 clone MTS510) (BD Biosciences Pharmigen 

Franklin Lakes, Nova Jersey, EUA) na diluição de 1/100, CD38 (APCcy7 anti-mouse CD38 

clone 90) (Biolegend San Diego, Califórnia, EUA), CD206 (APC anti-mouse CD206 clone 

C068C2) (Biolegend), CD11b (FITC anti-mouse CD11b clone M1/70), MHC-II (PE anti-

mouse TLR4 clone) (BD Biosciences Pharmigen), CD80, CD86. Após incubação de 30 minutos 

a 4°C, foi realizado a aquisição das células em citômetro de fluxo FACSCanto II e analisadas 

utilizando FlowJo Software. 

4.15 Análise das vias de sinalização 

Os ensaios foram realizados por eletroforese em gel de policrilamida na presença de 

dodecil sulfato de sódio (SDS), conforme orientação do fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA). Às amostras foram adicionadas ao tampão de amostra e incubadas em banho seco por 5 

minutos à 95ºC e aplicadas no gel de policrilamida-SDS. A separação das proteínas foi feita em 

cuba de eletroforese (tampão de corrida: Tris 25 mM; glicina 192 mM; SDS 0,5%) a 125V por 

aproximadamente 120 minutos. As proteínas do gel foram transferidas para uma membrana de 

nitrocelulose utilizando-se o tampão de transferência (Tris 25 mM; glicina 192 mM; SDS 0,1%; 

metanol 20%), a 60 mA durante 60 minutos. Em seguida, a membrana de nitrocelulose foi 

colocada em solução de leite desnatado (5%) em tampão Tris-salina (TBS)-Tween durante 1 

hora para minimizar as ligações específicas, incubadas com anticorpo primário na diluição de 

1/1000, durante 15-18 horas, sob agitação à 4ºC, e com anticorpo secundário durante 2 horas 

(Abcam) na diluição de 1/20000. A cada etapa de incubação a membrana foi lavada com TBST 

durante 5 minutos por 3 vezes consecutivas. A revelação foi realizada utilizando ECL 

(enhanced chemiluminescence - ECL; Amersham, Arlington Heights, IL) no equipamento 

Amersham Imager 680 blot and gel imager (Amersham, Buckinghamshire, United Kingdom). 

Os anticorpos utilizados foram: phospho-AKT, anti-mouse phospho-PI3k p85/p55, 

phospho-PKCα/βII, phospho-PKC-δ, phospho-p38, phospho-ERK1/2, phospho-SAPK/JNK, 

anti-mouse phospho-AMPKα, anti-mouse LC3b, anti-mouse Beclin-1 (Cell Signaling 

Technology®, Danvers, Massachusetts, EUA) como anticorpo primário. Osanticorpos anti-

mouse β-actin (Cell Signaling Technology®) ou anti-mouse GAPDH (Cell Signaling 
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Technology®) foram utilizados para a normalização dos valores adquiridos com os anticorpos 

primários, os anticorpos secundários utilizados continham HRP-conjugado anti-mouse IgG 

(Abcam). As densidades relativas das bandas foram determinadas por meio de análise 

densitométrica utilizando o software Image Studio Lite Versão 5.2.  

4.16 Fagocitose de hemácias opsonizadas 

Primeiramente nós realizamos a sensibilização das hemácias de carneiro com anticorpos 

antihemácias de carneiro. Os macrófagos foram plaqueados em lamínulas em uma placa de 12 

poços, após a adesão, as células são lavadas e então são adicionados junto ao meio de cultura a 

suspensão de hemácias opsonizadas com IgG. Como controle foram utilizadas hemácias não 

opsonizadas, são adicionados 30 alvos (hemácias opsonizadas) por célula. Após 60 minutos de 

incubação, os poços são lavados e as lamínulas são retiradas e em seguidas são coradas 

utilizando coloração de GIEMSA. As lamínulas são coladas em uma lâmina, e então se realiza 

as contagens. Após a contagem, é realizado o cálculo para obter o índice fagocítico, 

considerando a porcentagem de células contendo no mínimo um alvo ingerido, dividido pelo 

n° de alvos ingeridos por esses macrófagos (Ferracini et al., 2010). 

4.17 Análise estatística 

Os resultados foram avaliados por análise de variância (ANOVA), seguida pelo teste de 

múltiplas comparações de Tukey-Kramer. Os dados foram representados com o erro padrão da 

média. Considerando-se significativo valor de p <0,05.   
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5. RESULTADOS 

5.1 Caracterização do modelo animal 

Os animais tornados diabéticos com aloxana apresentaram as seguintes características: 

redução do peso corpóreo (Figura 7A) e hiperglicemia (Figura 7B). Os animais não diabéticos 

mantiveram os níveis normais de glicemia e obtiveram ganho de peso no mesmo período. 

 

Figura 7 - Caracterização do estado diabético. O diabetes foi induzido em camundongos C57BL/6 machos com 
idade de 9-11 semanas, através da administração de dose única da aloxana (60 mg/dL; i.v.) (aniamis diabéticos) 
ou solução fisiológica (animais não diabéticos); (A) Variação da glicemia após 10 dias da injeção de aloxana ou 
solução fisiológica. (B) Variação do peso corporal após 10 dias da injeção da aloxana ou solução fisiológica. Os 
valores representam a média  EPM. *p<0,05. N= 12. 

5.2 Caracterização dos BMDM 

A marcação com F4/80 caracteriza os macrófagos em uma população celular (AUSTIN; 

GORDON, 1981). Após 7 dias de diferenciação do material da medula óssea dos camundongos, 

os ND-BMDM e D-BMDM tiveram a porcentagem de células F4/80+ avaliada. Em nosso 

processo de diferenciação, aproximadamente 95% das células viáveis eram positivas para F4/80 

(Figura 8). 
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Figura 8- Caracterização celular dos BMDM por anticorpo PE anti-mouse F4/80. Estratégia de gate seguida 
de marcação realizada em células de animais não diabéticos e diabéticos após 7 dias de diferenciação do material 
medular. A marcação negativa está apresentada no apêndice O. Figura representativa de 6 animais por grupo.  

5.3 Viabilidade celular 

O uso do iodeto de propídeo (PI) é utilizado como estratégia para a avaliação da 

viabilidade de um grupo celular. O método é baseado no princípio de que células em processo 

de apoptose são caracterizadas por uma fragmentação do DNA. Dessa forma, o PI é capaz de 

intercalar-se entre as moléculas de DNA, sendo possível distinguir as células viáveis das 

demais, pois as células íntegras não possuem fragmentação da membrana citoplasmática e 

exposição do conteúdo nuclear (RICCARDI e NICOLETTI, 2006). 

Quando comparamos os ND-BMDM com os D-BMDM encontramos que os D-BMDM 

mantidos em 25 e 40 mM de glicose e estimulados com LPS apresentaram menor viabilidade 

comparado aos ND-BMDM. Enquanto que as diferentes concentrações de glicose in vitro não 

alteraram a viabilidade celular de ambos os grupos de animais em 24 e 48 horas de cultura 

celular (Figura 9). 
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Figura 9- Viabilidade celular. Marcação de iodeto de propídeo (PI) (A e B) (n=3) e atividade mitocondrial (C, 
D e E) (n=6). *p<0,05 vs diabéticos +P<0,05 vs outras concentrações de glicose. Os valores representam a média 
 EPM.  

5.4 Avaliação da atividade mitocondrial 

O teste do MTT avalia a atividade da succinato desidrogenase, que é dependente da 

respiração mitocondrial, e indiretamente a viabilidade celular (GRIFFEN; LOWENBERG, 

1986). A taxa de atividade mitocondrial foi realizada após 24 (Figura 9C), 48 horas (Figura 9D) 

e 7 dias (Figura 9E). Os resultados são comparados em relação ao controle (5,5 mM de glicose). 

O estímulo por LPS nos ND-BMDM promoveu maior atividade mitocondrial no tempo 

de 24 horas comparado aos macrófagos mantidos em meio de cultura celular sem estímulo. O 

LPS também promoveu o aumento da atividade mitocondrial para os D-BMDM, este evento 

ocorreu apenas após 48 horas de incubação. 
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Já após 7 dias, os BMDM de ambos grupos de animais apresentaram maior atividade 

mitocondrial quando mantidos em 40 mM de glicose e estímulo por LPS (Figura 9E). 

5.5 Alterações fenotípicas 

Nós também investigamos se houve alguma mudança nos marcadores relacionados a 

polarização para M1 e M2 comparando o ND-BMDM e D-BMDM. Desse modo, descobrimos 

que o D-BMDM expressaram níveis mais baixos de CD38 (Figura 10A e B) em comparação 

com os ND-BMDM. Nós também analisamos a marcação para CD206, um marcador de M2, 

mas não observamos diferença estatística em sua expressão (Figura 10C). 

A atividade da arginase também pode ser usada para verificar a polarização M1 ou M2. 

Nossas investigações mostraram que os D-BMDM apresentaram uma menor atividade de 

arginase quando incubados por 24 horas nas diferentes concentrações de glicose (5,5 e 25 mM) 

com ou sem LPS (Figura 10D). 

Além disto, verificamos a marcação para CD80, CD86 e MHC-II, os quais são 

marcadores envolvidos na função de APC dos macrófagos. Avaliando após 24 horas de 

incubação, verificamos que os D-BMDM expressaram mais esses marcadores comparado aos 

ND-BMDM (Figura 10E, F e G). 
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Figura 10- Alterações fenotípicas comparando ND-BMDM e D-BMDM. Expressão de (A) F4/80, CD11b, 
CD38 e CD206 em tempo basal. (B) Expressão de CD38 após 24 horas. (C) Expressão de CD206 após 24 horas. 
(D) Atividade de arginase após 24 horas. Expressão de (E) CD80 (F) CD86 e (H) MHC-II após 24 horas de 
incubação. Os valores representam a média  EPM. N=3. *p<0,05 vs diabéticos +p<0,05 vs outras concentrações 
de glicose. 
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5.6 Expressão de TLR4 na superfície dos BMDM 

Os TLRs reconhecem PAMPs e induzem respostas da imunidade inata que são 

essenciais para a defesa do hospedeiro (IVASHKIV, 2011). As interações do TLR com seus 

ligantes promovem a expressão de citocinas pró-inflamatórias assim como a maturação 

funcional de APC, como os macrófagos (AKIRA et al., 2006; LEE et al., 2007). 

A partir disso, nós buscamos avaliar as posssíveis alterações na expressão do TLR4 com 

e sem a presença de seu agonista LPS nas diferentes concentrações de glicose. Nós realizamos 

dois tempos de análise, um em que consideramos tempo basal, onde as células foram incubadas 

durante 16 horas (período prévio à qualquer tratamento realizado), e outro tempo após 24 horas 

de tratamento com diferentes concentrações de glicose, com ou sem LPS. 

Na primeira análise, antes de qualquer tipo de tratamento, os D-BMDM expressaram 

menos TLR4 na superfície celular comparado aos ND-BMDM (Figura 11A). Enquanto que na 

segunda análise, em 24 horas há duas comparações que podem ser realizadas; a expressão entre 

os ND-BMDM e D-BMDM, e a expressão comparando as diferentes concentrações de glicose. 

Dessa forma, os ND-BMDM expressaram maiores níveis de TLR4 comparado aos D-BMDM 

quando mantidos em meio contendo 5,5 mM de glicose e estímulo por LPS, e, quando os ND-

BMDM foram mantidos em alta concentração de glicose in vitro, a expressão do TLR4 foi 

menor comparado àqueles mantidos em meio normal de glicose (Figura 11B). 

 

Figura 11 - Expressão de TLR-4 nos BMDM. (A) Tempo basal e (B) após 24 horas de tratamento. Os valores 
representam a média  EPM. N=3. *p<0,05 vs diabéticos +P<0,05 vs outras concentrações de glicose. 
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5.7 Expressão de proteínas da via de sinalização do TLR4 ativada por LPS 

Nós avaliamos a fosforilação das proteínas intracelulares envolvidas na sinalização do 

TLR4. O eixo PI3K/AKT está plenamente envolvido na sinalização do TLR4 pelo estímulo por 

LPS. Quando avaliamos a fosforilação em AKT (Ser-473) (Figura 12B), nós verificamos que 

os D-BMDM fosforilaram mais esta proteína quando mantidos em 5,5 mM de glicose e 

estimulados por LPS, quando comparado aos ND-BMDM. Além disso, quando esses D-BMDM 

foram expostos a altas concentrações de glicose in vitro concomitante ao estímulo por LPS, 

houve uma diminuição na sua fosforilação. A ativação da PI3K também foi alterada pela 

hiperglicemia, visto que, os D-BMDM fosforilaram mais a subunidade p85 comparado aos ND-

BMDM (Figura 12C). Já quando observamos o efeito da alta concentração de glicose in vitro, 

vimos que, os ND-BMDM fosforilaram mais em PI3K subunidade p55 comparado àqueles 

mantidos em meio normoglicêmico (Figura 12E). 

Avaliamos a fosforilação de duas isoformas diferentes de PKC, a α/βII e a isoforma δ. 

Verificamos, portanto que os D-BMDM fosforilaram em maiores níveis em PKC-δ comparado 

aos ND-BMDM (Figura 12G). Ainda, a alta concentração de glicose in vitro promoveu 

diminuição na fosforiação desta subunidade nos D-BMDM. Por outro lado, nós não observamos 

alteração na fosforilação em PKC-αβII (Figura 12F). Além disto, a fosforilação em FOXo1 

também foi avaliada e não houve diferença entre os grupos analisados (Figura 12F). 
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Figura 12- Via de sinalização do TLR4. (A) Membranas de Western blot sondada com anticorpo anti-phospho-
AKT, anti-phospho-PI3K, anti-phospho-PKC-α, anti-phospho-PKC-δ, anti-phospho FoxO1, anti-β-actina (B) 
Relação phospho-AKT/β-actina (C) Relação phospho-PI3Kp85/β-actina (D) Relação phospho-PI3Kp55/β-actina 
(E) Relação phospho-PKC- α /β-actina (F) Relação phospho-PKC-δ/β-actina (G) Relação phospho-FoxO1/β-
actina. *p<0,05 vs diabéticos, +p<0,05 vs outras concentrações de glicose. (UA): unidade aleatória. Os valores 
representam a média  EPM. N=4.  
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Foram avaliadas o nível de fosforilação em ERK1/2, SAPK/JNK e p38 MAPK. Nossos 

resultados mostram que os níveis de fosforilação em p38 são similares entre os grupos (Figura 

13F). Entretanto, os D-BMDM fosforilaram maiores níveis em SAPK/JNK e ERK1/2, 

principalmente nas subunidades p46 (Figura 13C) e p42 (Figura 13E) respectivamente. Neste 

contexto, a alta concentração de glicose in vitro promoveu alteração na fosforilação de 

SAPK/JNK subunidade p46, onde houve diminuição da ativação desta subunidade quando os 

D-BMDM foram mantidos em alta concentração de glicose, porém houve aumento quando 

foram mantidos em alta concentração de glicose concomitante ao estímulo por LPS (Figura 

13C). 
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Figura 13- Via de sinalização do TLR4: fosforilação das MAPKs. A) Membranas de Western blot sondada 
com anticorpo anti-phospho-SAPK/JNK, anti-phospho-ERK1/2, anti-phospho-P38, anti-GAPDH (B) Relação 
phospho-SAPK/JNK p54/GAPDH (C) Relação phospho-SAPK/JNK p46/GAPDH (D) Relação phospho-ERK 
p44/GAPDH (E) Relação phospho-ERK p42/GAPDH (F) Relação phospho-P38/GAPDH. *p<0,05 vs diabéticos, 
+p<0,05 vs outras concentrações de glicose. (UA): unidade aleatória Os valores representam a média  EPM. N=4. 
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5.8 Avaliação do metabolismo energético 

A AMPK está envolvida na regulação do estado metabólico e energético dos 

macrófagos, bem como tem sido descrito sua relação com as vias inflamatórias (O’NEILL; 

HARDIE, 2013). A fosforilação da AMPKα1 está aumentada em 40 mM de glicose nos D-

BMDM e ND-BMDM estimulados por LPS quando comparados aos D- e ND- BMDM 

estimulada por LPS a 5,5 mM de glicose (Figura 14A e B). Comparado aos ND-BMDM, os D-

BMDM estimulados por LPS apresentou maior nível de ativação a 40 mM. 

A proteína S6 é uma molécula da via mTORC1 correlacionada a eventos pró-

inflamatórios e homeostase metabólica. Aqui podemos ver após 30 minutos, que a fosforilação 

de S6 foi maior em ND-BMDM mantidos a 25 mM de glicose e a 5,5 mM de glicose sob 

estímulo com LPS comparado aos D-BMDM sob a mesma condição (Figura 13C). 

A glicólise é o primeiro passo metabólico para degradar a glicose em ATP e tem o 

piruvato como produto final, este pode ser convertido em lactato ou acetil-CoA. Quanto maior 

a atividade glicolítica, haverá uma maior liberação de lactato. Os ND-BMDM liberaram mais 

lactato em comparação com D-BMDM após 24 horas de incubação (Figura 14D). Enquanto 

isso, o LPS aumentou a liberação de lactato de ambos os grupos.  

A OXPHOS metaboliza os produtos da glicólise e gera uma quantidade maior de ATP 

comparado a glicólise. Junto a isso, quando as células realizam a OXPHOS, mais oxigênio é 

consumido pela mitocôndria. Ao todo, realizamos um ensaio de consumo de O2 durante um 

tratamento agudo com alta concentração de glicose, com ou sem LPS. Os D-BMDM 

consumiram mais O2 comparado aos ND-BMDM na primeira hora de incubação (Figura 14E). 
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Figura 14- Metabolismo da glicose. (A) Expressão proteica de phospho-AMPK, pS6 e β-actina. (B) Relação 
phospho-AMPK/β-actina. (C) Relação phospho-S6/ β-actina. (D) Lactato no sobrenadante após 24 horas de 
cultura. (E) Consumo de oxigênio na primeira hora de incubação *p<0,05 vs diabéticos, +<0,05 vs outras 
concentrações de glicose. (UA): unidade aleatória Os valores representam a média  EPM. N=4. 

5.9 Evolução temporal da liberação de mediadores inflamatórios pelos BMDM 

A partir de uma cinética de liberação de mediadores imunes em forma de evolução 

temporal, avaliamos os efeitos da alta concentração de glicose. Nós analisamos a liberação de 

TNF-α, IL-6, IL-1β, NO e H2O2. Na maioria dos tempos analisados, verificamos que um meio 

de cultura celular hiperglicêmico na presença ou não do LPS, não alterou a liberação dos 

mediadores inflamatórios analisados na cultura dos ND-BMDM e D-BMDM (Figura 15, 16, 

17 e 18). 

5.9.1 Liberação de TNF-α pelos BMDM 

O TNF-α é uma das principais moléculas influenciadora na manutenção da 

sobrevivência de macrófagos (RICHES et al., 1996). É liberado rapidamente após exposição ao 
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LPS, e é um dos mediadores mais abundantes na fase inicial da resposta (FELDMANN et al., 

1994).  

Assim, realizamos uma evolução temporal de 3, 6, 12, 24, 48 horas e 7 dias (Figura 15) 

para verificar o efeito de altas concentrações de glicose in vitro na secreção de TNF-α. Os ND-

BMDM estimulados por LPS secretaram uma maior concentração de TNF-α em comparação 

aos D-BMDM também estimulados por LPS durante os tempos de 6 horas e 24 horas quando 

mantidos em 25 e 40 mM de glicose; 48 horas nas concentrações de 5,5, 25 e 40 mM de glicose 

por e 7 dias nas concentrações de 5,5 e 40 mM de glicose.  

Já após 7 dias de cultivo celular, os D-BMDM liberaram mais TNF-α comparado ao 

ND-BMDM em meio contendo 40 mM de glicose sem o estímulo por LPS. A liberação de TNF-

α apresentou os mesmos níveis entre os BMDM nos tempos de 3 e 12 horas em todas as 

concentrações de glicose acrescido do estímulo por LPS.  

Após 12 horas, a alta concentração de glicose (40 mM) em conjunto ao estímulo por 

LPS, promoveu menor liberação de TNF-α pelos D-BMDM (Figura 15C). Em conjunto a isso, 

após 7 dias a alta concentração de glicose per se promoveu maior liberação de mediador por 

esses mesmos D-BMDM (Figura 15F).  
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Figura 15- Liberação de TNF-α por ND-BMDM e D-BMDM. Produção de TNF-α após (A) 3 horas de estímulo 
com diferentes concentrações glicose. (B). 6 horas de estímulo com diferentes concentrações glicose. (C) 12 horas 
de estímulo com diferentes concentrações glicose. (D) 24 horas de estímulo com diferentes concentrações glicose. 
(E) após 48 horas de estímulo com diferentes concentrações glicose. (F) 7 dias de estímulo com diferentes 
concentrações glicose. *<0,005 vs não diabéticos, +<0,05 vs outras concentrações de glicose. Os valores 
representam a média EPM. Os valores representam a média EPM. N=mínimo de 3. 

5.9.2 Liberação de IL-6 pelos BMDM 

Enquanto o TNF-α é liberado nos primeiros momentos da inflamação, a IL-6 é liberada 

em um tempo mais tardio (NISHIMOTO; KISHIMOTO, 2004). A IL-6 possui efeitos 

proinflamatório, regenerativo e em alguns momentos efeitos anti-inflamatório (MATHEWS et 

al., 2010). Está envolvida tanto na amplificação quanto na proteção contra a inflamação 

(KRISTIANSEN; POULSEN 2005; DUQUE; DESCOTEAUX 2014). Assim, realizamos uma 

evolução temporal nos tempos de 3, 6, 12, 24, 48 horas e 7 dias para verificar o efeito da 
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hiperglicemia na liberação de IL-6 (Figura 16). Os D-BMDM estimulados por LPS liberaram 

mais IL-6 comparado aos ND-BMDM após os tempos de 3, 12 e 48 horas quando mantidos em 

5,5 mM, 25 mM e 40 mM de glicose; e em 7 dias quando mantidos em 5,5 mM, 25 mM e 40 

mM de glicose. 

Não houve diferença na liberação de IL-6 entre os ND-BMDM mantidos em diferentes 

concentrações de glicose estimulados por LPS em nossa evolução temporal. Enquando que após 

7 dias de estímulo, os D-BMDM mantidos em 25 mM e 40 mM de glicose tiveram diminuição 

na liberação de IL-6 comparado aos D-BMDM mantidos em 5,5 mM de glicose. 
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Figura 16- Liberação de IL-6 por ND-BMDM e D-BMDM. Produção de IL-6 após (A) 3 horas de estímulo com 
diferentes concentrações glicose. (B). 6 horas de estímulo com diferentes concentrações glicose. (C) 12 horas de 
estímulo com diferentes concentrações glicose. (D) 24 horas de estímulo com diferentes concentrações glicose. 
(E) 48 horas de estímulo com diferentes concentrações glicose. (F) 7 dias de estímulo com diferentes concentrações 
glicose. *<0,05 vs não diabéticos, +<0,05 vs outras concentrações de glicose. Os valores representam a média 
EPM.  N= no mínimo 3 animais por grupo.  

5.9.3 Liberação de IL-1β pelos BMDM 

Realizamos uma evolução temporal nos tempos de 3, 6, 12, 24, 48 horas e também após 

7 dias para verificar o efeito da hiperglicemia na liberação de IL-1β (Figura 17). 

A liberação de IL-1β foi detectada a partir do tempo de 24 horas. Após 7 dias os D-

BMDM liberaram mais IL-1β em relação aos ND-BMM. Neste mesmo tempo, a alta 

concentração de glicose in vitro prejudicou a liberação desta citocina. Os D-BMDM mantidos 
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em 25 mM e 40 mM de glicose de glicose sob estímulo por LPS liberaram menores 

concentrações de IL-1β em relação àqueles mantidos em 5,5 mM. 

 

Figura 17- Liberação de IL-1β por ND-BMDM e D-BMDM. Produção de IL-1β após A) 24 horas de estímulo 
com diferentes concentrações glicose. (B) 48 horas de estímulo com diferentes concentrações glicose. (C) 7 dias 
de estímulo com diferentes concentrações glicose. *<0,05 vs não diabéticos, +<0,05 vs outras concentrações de 
glicose. Os valores representam a média EPM. N=mínimo de 3. 

5.9.4 Liberação de IL-10 pelos BMDM 

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatória que é liberada em uma fase mais tardia da 

resposta imune e regula negativamente a resposta adaptativa através da inibição de várias 

funções dos macrófagos e expressão e atividade de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α e 

IL-1β (MOORE et al., 2001). Sendo assim, nós avaliamos a liberação de IL-10 após 3, 6, 12, 

24, 48 horas e 7 dias (Figura 18). 

Os ND-BMDM liberaram mais IL-10 comparado aos D-BMDM quando estimulados 

por LPS em 6 horas quando mantidos nas concentrações de 25 e 40 mM de glicose, em 12 horas 

quando mantidos na concentração de 40 mM de glicose e em 7 dias mantidos nas concentrações 

de 5,5, 25 e 40 mM de glicose. Enquanto que em 48 horas, os D-BMDM liberaram uma maior 

concentração de IL-10 quando mantidos em de 5,5, 25 e 40 mM de glicose com estímulo por 
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LPS e em 7 dias quando mantidos nas concentrações de 5,5 e 25 mM de glicose sem estímulo 

por LPS.  

A alta concentração de glicose in vitro promoveu maior liberação de IL-10 pelos ND-

BMDM após 6 horas de estímulo por LPS. Após o tempo de 7 dias, a alta concentração de 

glicose promoveu menor liberação de IL-10 pelos ND-BMM, tanto quando estimulados ou não 

com LPS. A alta concentração de glicose in vitro per se também promoveu menor liberação de 

IL-10 pelos D-BMDM (Figura 18F). 

 

Figura 18- Liberação de IL-10 por ND-BMDM e D-BMDM. Liberação de IL-10 após (A) 3 horas de estímulo 
com diferentes concentrações de glicose. (B) 6 horas de estímulo com diferentes concentrações de glicose. (C) 12 
horas de estímulo com diferentes concentrações de glicose. (D) 24 horas de estímulo com diferentes concentrações 
de glicose. (E) 48 horas de estímulo com diferentes concentrações de glicose. (F) 7 dias de estímulo com diferentes 
concentrações de glicose. Os resultados representam a média  EPM. N=mínimo de 3. 
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5.9.5 Liberação de peróxido de hidrogênio e óxido nítrico pelos BMDM 

A liberação de H2O2 foi verificada utilizando o kit de detecção Amplex red 

(Invitrogen®). Após 24 horas de cultura celular, os D-BMDM de animais diabéticos 

produziram mais H2O2 em relação aos ND-BMDM quando estimulados com LPS em meio 

contendo 40 mM de glicose. A alta concentração de glicose in vitro, 40 mM levou a uma menor 

liberação de H2O2 pelos ND-BMDM (Figura 19A).  

Após 48 horas e 7 dias de incubação, verificamos que os D-BMDM liberaram menos 

H2O2 comparado aos ND-BMDM. Além disso, a alta concentração de glicose in vitro também 

promoveu menor liberação desse mediador pelos ND-BMDM (Figura 19 B e C). 

A liberação de NO também foi verificada após 7 dias de incubação, neste sentido, os 

ND-BMDM liberaram mais NO comparado D-BMDM. Assim como aconteceu com a liberação 

de H2O2, a alta concentração de glicose in vitro promoveu diminuição na liberação deste 

mediador (Figura 19D). 

 
Figura 19- Liberação de Espécies reativas de oxigênio e NO pelos ND-BMDM e D-BMDM. Liberação de 
H2O2 após (A) 24 horas, (B) 48 horas e (C) 7 dias. (D) liberação de NO após 7 dias. *p<0,05vs diabéticos, +<0,05 
vs outras concentrações de glicose. Os valores representam a média  EPM. N=mínimo de 3. 



68 
 

5.10 Fagocitose 

Para verificar de que forma a hiperglicemia influencia a capacidade de fagocitose dos 

BMDM, usamos hemácias de carneiro opsonizadas e, após uma interação dos BMDM com as 

hemácias opsonizadas sobre uma lamínula, avaliamos o índice de fagocítico. A fagocitose foi 

menos efetiva pelos D-BMDM comparado à capacidade fagocítica dos ND-BMDM (Fig. 20), 

ainda quando essas células foram expostas a 25 e 40 mM de glicose in vitro, enquanto os ND-

BMDM não apresentaram alterações na fagocitose, os D-BMDM apresentaram maior índice 

fagocítico em comparação com aqueles mantidos em ambiente de glicose normal. 

 

 

Figura 20 – Fagocitose de hemácias opsonizadas. Os macrófagos foram plaqueados sobre 
lamínulas e as hemácias foram opsonizadas com anticorpos anti-hemácias, em seguida os 
macrófagos permaneceram por 30 minutos nas diferentes concentrações de glicose para 
interagir com as hemácias opsonizadas, em seguida, as lamínulas foram coradas e foi realizado 
a contagem de 300 macrófagos e consequentemente, foi realizado o cálculo do índice 
fagocítico. *p<0,05 vs diabéticos, +<0,05 vs outras concentrações de glicose. Os valores 
representam a média  EPM. N=3. 

5.11 Efeito da hiperglicemia na autofagia 

Para verificar se a hiperglicemia promove alterações na via da autofagia dos BMDM, 

nós avaliamos por Western blot a expressão de LC3b e Beclin-1. Após 24 horas de incubação, 

os BMDM provenientes dos animais hiperglicêmicos expressaram maiores níveis da relação 

LC3b-I/II. A expressão de beclin foi modificada quando os ND-BMDM foram expostos a alta 

concentração de glicose in vitro e estimulados por LPS, onde ocorreu uma diminuição na 

expressão desta proteína em alta concentração de glicose. 
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Figura 21 – Avaliação da via da autofagia após 24 horas de incubação. (A) Expressão (B) Relação LC3b/β-
actina (C) Relação Beclin/β-actina *p<0,05 vs diabéticos, +<0,05 vs outras concentrações de glicose. Os valores 
representam a média  EPM. N=3. 

5.12 Cinética da liberação de citocinas pelos MP 

5.12.1 Liberação de TNF-α por ND-MP e D-MP 

Avaliamos o efeito da hiperglicemia na liberação de TNF-α pelos MP nos tempos de 3 

e 6 horas (Figura 22). Após 3 horas, os ND-MP liberaram mais TNF-α em relação aos D-MP 

quando mantidos nas diferentes concentrações de glicose (Figura 22A). Já no tempo de 6 horas 

o fenômeno foi oposto, os D-MP secretaram mais TNF-α comparado aos ND-MP (Figura 22B).  

Após 6 horas de estímulo, a alta concentração de glicose in vitro e estímulo por LPS, 25 

e 40 mM de glicose promoveram uma maior liberação de TNF-α pelos D-MP quando 

comparado as mesmas células mantidas em 5,5 mM de glicose sob o mesmo estímulo. 
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Figura 22 – Liberação de TNF-α por MP. Liberação de TNF-α após (A) 3 horas de estímulo com diferentes 
concentrações glicose. (B) 6 horas de estímulo com diferentes concentrações glicose. *<0,05 vs  não diabéticos, 
+< vs outras concentrações de glicose. Os valores representam a média  EPM, N=5. 

5.12.2 Liberação de IL-6 por ND-MP e D-MP 

Avaliamos o efeito da hiperglicemia na liberação de IL-6 pelos MP nos tempos de 3 e 6 

horas. Nos tempos de 3 e 6 horas de estímulo por LPS, os D-MP produziram mais IL-6 

comparado aos ND-MP mantidos em 5,5 mM glicose no tempo de 3 horas, e quando mantidos 

em 5,5, 25 e 40 mM para 6 horas.  

Após 6 horas de estímulo, o meio contendo 40 mM de glicose com LPS elevou a 

produção e liberação de IL-6 por ND-MP comparado os mesmos MPs, porém mantidas em 5,5 

e 25 mM de glicose sob o mesmo estímulo. 

 

Figura 23– Produção de IL-6 pelos MP. Liberação de IL-6 após (A) 3 horas de estímulo com diferentes 
concentrações glicose. (B) 6 horas de estímulo com diferentes concentrações glicose. *<0,05 vs não diabéticos, 
+<0,05 vs outras concentrações de glicose. Os valores representam a média  EPM, N=5. 
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Figura 24– Resumo dos resultados na comparação entre ND- e D-BMDM. Os D-BMDM expressaram menos 
CD38 e TLR4 na superfície, menor fosforilação em JNKp54 e em S6, menor fagocitose além de menor secreção 
de lactato, TNF-α, IL-10, H2O2 e NO, porem expressaram mais CD80, CD86 e MHC-II, além de fosforilarem mais 
em AKT, PI3Kp86, PKC-δ, JNKp46, ERKp42, AMPK-α, além de consumirem mais oxigênio e secretarem mais 
IL-6 e IL-1β, comparado aos ND-BMDM.  
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Figura 25– Resumo dos resultados comparandos os ND- ou os D-BMDM foram cultivados em alta 
concentração de glicose per se ou concomitante ao estímulo por LPS. Em ND-BDMD a alta concentração de 
glicose per se promove menor secreção de IL-10 e maior fosforilação em PI3Kp55, já sob estímulo por LPS, a alta 
concentração de glicose promoveu menor expressão de TLR4, Beclin-1 e menor secreção de IL-10, H2O2, e NO, 
porém promoveu maior fosforilação em AMPK-α e IL-10. Em D-BMDM a alta concentração de glicose per se 
promoveu menor fosforilação em PKC-δ, JNKp46 e menor secreção em IL10, porém promoveu aumento na 
secreção de TNF-α, já sob estímulo por LPS, a alta concentração de glicose promoveu menor fosforilação em AKT 
com menor secreção de IL-6 e IL-1β, porém aumentou a fosforilação em JNKp46 e AMPK-α, fagocitose e secreção 
de lactato. 
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6. DISCUSSÃO 

Os resultados deste trabalho indicam que a hiperglicemia promove uma sensibilização 

dos BMDM, alterando o seu estado basal para a resposta inflamatória. Nós encontramos que os 

D-BMDM expressaram menos CD38 (Fig. 10A e B), TLR4 (Fig. 11A e B), fosforilam menos 

em JNK subunidade p54 (13C), fosforilaram menos em S6 (Fig. 14C), apresentaram menor 

capacidade fagocítica (Fig. 20) e liberam menos lactato (Fig. 14D), TNF-α (Fig. 15), IL-10 (Fig. 

18), H2O2 e NO (Fig. 19), porém, expressaram mais CD80, CD86 e MHC-II (Fig. 10 D, E e F) 

na superfície celular, além de fosforilarem mais em AKT (Fig. 12B), PI3K subunidade p85 (Fig. 

12C), PKC-δ (Fig. 12F), JNK subunidade p46 (Fig. 13B), ERK subunidade p42 (Fig. 13E) e 

em AMPKα (Fig. 14B), além de consumirem mais oxigênio (Fig. 14E) e liberarem mais IL-6 

(Fig. 16) e IL-1β (Fig. 17), comparado aos ND-BMDM. Além disso, vimos que a alta 

concentração de glicose in vitro nos ND-BMDM promoveu diminuição na expressão do TLR4 

(Fig. 11B), de Beclin-1 (Fig. 21C), e diminuição na liberação de IL-10 após 7 dias (Fig. 18), 

H2O2 e NO (Fig. 19), porém, induziu aumento na fosforilação em PI3K subunidade p55 (Fig. 

12D), em AMPKα (Fig. 14B), além de aumentar a secreção de IL-10 após 6 horas de estímulo 

(Fig. 18). Já para os D-BMDM, a alta concentração de glicose in vitro, per se, ou seja, sem 

estímulo por LPS, promoveu menor fosforilação em PKC-δ (Fig. 12F) e JNK subunidade p46 

(Fig. 12C), menor secreção de IL-10 (Fig. 18) e maior secreção de TNF-α após 7 dias (Fig. 15), 

já em conjunto ao estímulo por LPS, a alta concentração de glicose in vitro promoveu menor 

liberação de IL-6 (Fig. 16) e IL-1β após 7 dias (Fig. 17). No entanto, sob estímulo por LPS, 

promoveu aumento na fosforilação em JNK subunidade p46 e em AMPKα, além de promover 

maior índice fagocítico e maior liberação de lactato. 

A hiperglicemia é um dos principais fatores desencadeantes das complicações do DM1 

(THE DIABETES CONTROL AND COMPLICATIONS TRIAL RESEARCH GROUP, 1993). 

O diabetes prejudica o controle glicêmico em todo o corpo, e uma parte das células não 

consegue internalizar e metabolizar glicose devido à falta de insulina, enquanto outros tipos 

celulares permanecem em constante contato com altas concentrações de glicose, o que promove 

a hiperglicemia intracelular (MELENDEZ-RAMIREZ; RICHARDS; CEFALU, 2010). Nós 

utilizamos o modelo animal de DM1 induzido por ALX, no qual após 10 dias, a hiperglicemia 

somado a perda de peso, confirma o estado insulinopênico e indução do DM1 com o modelo 

utilizado (TESSARO et al, 2017; KING 2012). A indução do diabetes por aloxana ocorre após 

sua administração intravenosa, onde a captação da aloxana pelas células β pancreáticas 
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promove a formação de radicais livres e como consequência, estas células são destruídas, 

conduzindo a uma carência de insulina (LENZEN 2008). 

O material medular diferenciado in vitro com LCCM origina os BMDM. O BMDM é o 

precursor dos macrófagos que são recrutados para o local da inflamação (MARIM et al., 2010), 

e essas células são diferentes dos macrófagos específicos do tecido (DAVIES et al., 2013). 

Inicialmente, nem o diabetes nem as diferentes concentrações de glicose utilizados alteraram a 

viabilidade celular. O ensaio de MTT mede a atividade da succinato desidrogenase e também é 

utilizado para avaliar a viabilidade celular, pois as células viáveis convertem o MTT em cristais 

de formazan (RISS, 2004). Ainda assim, nossos resultados mostraram que o LPS promoveu um 

aumento na conversão do MTT após 24 horas por ND-BMDM, e em 48 horas por D-BMDM. 

O LPS é conhecido por promover um aumento na atividade mitocondrial, e aqui parece que os 

D-BMDM apresentam um atraso para gerar este aumento.  

As diferentes concentrações de glicose utilizadas in vitro não alteraram a viabilidade 

celular dos macrófagos, quando mensurado por PI. A habilidade da marcação por PI através da 

citometria de fluxo para distinguir células viáveis de restos celulares e células intactas não 

viáveis é excelentemente eficaz (ROSS et al., 1989). Fato importante, já que os meios utilizados 

não foram tóxicos para os macrófagos e provavelmente os efeitos promovidos pela alta 

concentração de glicose in vitro não foram decorrentes de toxicidade do meio de cultura 

utilizado. Em macrófagos, o LPS possui efeito estimulante (CHAO et al., 2005), o que auxilia 

na manutenção da sobrevivência e funções celulares (LOMBARDO et al., 2007). As junções 

das técnicas de marcação por PI e MTT apresentam de modo satisfatório a ausência de 

toxicidade das concentrações de glicose utilizada, como já descrito anteriormente por RISS e 

colaboradores (2016). 

A polarização dos macrófagos é descrita como uma capacidade plástica dessas células 

em comportar-se como anti-inflamatórias ou pro-inflamatórias de acordo com o microambiente 

(MURRAY, 2014). Encontramos que os D-BMDM expressam níveis mais baixos do marcador 

M1, CD38, no entanto, os níveis de CD206, que é determinado como marcador M2, 

permaneceram inalterados. Além disso, a atividade da arginase, que é considerada como um 

marcador de M2, está reduzida nos D-BMDM, pelo menos em 5.5 e 25 mM de glicose sob 

estímulo por LPS, porém, aumentada em 40 mM também sob estímulo por LPS. Juntos, a 

análise dos marcadores M1 e M2 não esclareceu se a hiperglicemia promove uma alteração 

clássica (M1) ou alternativa (M2), sem poder definir que o BMDM diabético está polarizado 

para um fenótipo específico, já Wang e colaboradores, 2017, mostraram que células RAW 264.7 
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cultivadas em alta concentração de glicose, uma tendência à polarização para M2 (WANG et 

al., 2006). Sun e colaboradores, 2012, também mostraram um aumento na atividade de arginase 

quando os macrófagos peritoneais foram cultivados sob alta concentração glicose in vitro (SUN 

et al., 2012). 

O metabolismo da glicose tem um papel fundamental na ativação e modulação da função 

dos macrófagos (MUNDER et al., 1998) e a via de sinalização LPS-TLR4 desencadeia 

alterações metabólicas nessas células. Como um sensor de energia que ativa a disponibilidade 

de nutrientes para a condução das vias inflamatórias e metabólicas, o mTORC1 tem a S6 como 

uma das suas proteínas alvo para induzir a síntese proteica (SCHAEFFER et al., 2011), 

envolvendo assim a síntese de citocinas como IL-6 e IL-10 (COVARRUBIAS; AKSOYLAR; 

HORNG, 2015). Em nosso trabalho, a fosforilação na proteína S6 foi maior nos ND-BMDM 

(25 mM e 5,5 mM + LPS) comparado aos D-BMDM. Em conjunto com esse marcador, a 

AMPKα1 que é uma proteína que também está envolvida na regulação de energia e 

metabolismo e que quando fosforilada ativa mecanismos de ação anti-inflamatória, incluindo a 

inibição da cascata de mTOR, diminuindo a síntese de proteínas inflamatórias (ZHU et al., 

2014). Vimos aqui que a alta concentração de glicose, in vivo e in vitro, ativa a fosforilação da 

AMPKα1. Sabe-se que o LPS promove um aumento no consumo de glicose, e esse fato inibiria 

a AMPKα1, porque ela conduz a uma via catabólica objetivando a produção de ATP, e desta 

forma, quando ativada, esta proteína também tenta poupar o ATP (FREEMERMEN et al., 2014) 

o que sugere que a hiperglicemia promove alteração via AMPKα1, desregulando o processo de 

homeostasia energética. 

A glicólise é responsável por metabolizar glicose e gerar energia para as células como 

ATP, tendo o lactato, convertido a partir do piruvato, o seu produto final. O LPS leva a uma 

maior demanda energética, aumentando a glicólise a fim de fornecer a quantidade de energia 

necessária para secretar uma série de mediadores imunológicos (den BOSSCHE; O’NEILL; 

MENON, 2017). Os D-BMDM quando estimulados por LPS e cultivados em alta concentração 

de glicose, aumentaram a secreção de lactato no meio. Ainda assim, os D-BMDM produziram 

menos lactato e consumiram mais oxigênio comparado aos ND-BMDM, o que significa que a 

hiperglicemia afetou a eficiência da metabolização de glicose.  

Como a glicólise é crucial para a função das células imunes (KELLY e O’NEILL, 2017), 

um comprometimento da liberação de lactato pode evidenciar que essas células priorizaram 

OXPHOS (PEARCE e PEARCE, 2013) ou podem estar metabolizando a glicose por vias 

diferentes. Inevitavelmente, mudanças no metabolismo da glicose nos macrófagos podem 
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modificar sua resposta ao estímulo patogênico. Nossos resultados corroboram com Pavlou e 

colaboradores (2018) que demonstraram que a alta concentração de glicose sensibiliza os 

macrófagos e promove um impedimento da sua capacidade glicolítica alterando a resposta 

inflamatória desses macrófagos (PAVLOU et al., 2018). 

Como o TLR4 é a principal maneira pela qual o LPS é reconhecido, sua ativação e 

sinalização devem ser rigorosamente controladas em nível celular (MOHAMMAD et al., 2006). 

Vimos aqui que a alta concentração de glicose in vivo e in vitro regula negativamente o TLR4, 

e esse fato prejudica não só o reconhecimento do patógeno pelo BMDM, mas também a 

sinalização intracelular envolvida na depuração de antígenos. Enquanto Dasu e colaboradores 

(2008) verificaram um aumento na expressão de TLR4 em monócitos humanos quando 

expostos a 25 mM de glicose com o comprometimento da via dependente de Myd88, ativação 

de NF-κB e liberação de citocinas pró-inflamatórias (DASU et al., 2008). 

Sinalizada pela ativação de TLR4, a via PI3K/AKT está envolvida em vários processos 

celulares que sustentam a resposta inflamatória, principalmente pela ativação do LPS 

(LUYENDYK et al., 2008). Em alta concentração de glicose, encontramos que os ND-BMDM 

apresentaram um aumento na fosforilação na PI3K, subunidade p85, mesmo sem o estímulo 

por LPS. A PI3K apresenta muitas subunidades (VERGARDI et al., 2007) e a PI3K p85 é uma 

subunidade reguladora e está envolvida na transdução do sinal via MYD88, visto que 

macrófagos deficientes nesta subunidade sob estímulo com LPS tendem a secretar mais TNF-

α e IL-6 (LUYENDYK et al., 2008). 

Em conjunto a isso, a AKT realiza a regulação do metabolismo inflamatório e energético 

dos macrófagos (COVARRUBIAS et al., 2015). O excesso crônico de glicose ativa de forma 

exacerbada o mTORC1 que promove um feedback da inibição de AKT, e essa inibição pode 

influenciar na polarização dos macrófagos (COVARRUBIAS et al., 2015). Da mesma forma, a 

estimulação por LPS nos D-BMDM levou a uma maior fosforilação na AKT em comparação 

com ND-BMDM quando mantidos em 5,5 mM de glicose; no entanto, quando este mesmo D-

BMDM foi mantido em 25 mM e concomitantemente estimulado por LPS, houve uma 

diminuição da fosforilação de AKT comparado aos D-BMDM mantidos em 5,5 mM de glicose 

sob o mesmo estímulo de LPS. Wang et al., 2017, demonstraram que uma alta concentração de 

glicose leva à ativação alternativa da via de sinalização via PI3K/AKT induzindo os macrófagos 

para o fenótipo M2 (arginina e expressão de CD206), sendo ambos os fatores M2 bloqueados 

quando a PI3K foi inibida (WANG et al., 2006). Da mesma forma, Nandy e colaboradores 

(2011) verificaram um aumento na fosforilação de AKT em células THP-1 expostas a um meio 
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com alta concentração de glicose (NANDY et al., 2011). Provavelmente, a PI3K/AKT 

desempenha um papel importante no comportamento de macrófagos sob hiperglicemia podendo 

limitar a resposta inflamatória, alterando a cascata de sinalização via TLR4. 

Embora estudos demonstrem que a fosforilação da AKT influencie na viabilidade 

celular dos macrófagos (NANDY et al., 2011), em nosso estudo, não observamos alteração 

deste parâmetro. LI e colaboradores (2015) também verificaram que a elevada concentração de 

glicose promove a inibição da AKT de maneira dose-dependente em macrófagos peritoneais, 

porém eles constataram que o mesmo meio que levou a diminuição da fosforilação da AKT, 

levou a uma maior morte celular, visto por PI e Anexina (LI et al., 2015). A fosforilação da AKT 

contribui para a proliferação celular e por ser componente downstream do TLR, participa da 

resposta dos macrófagos à patógenos (WANG et al., 2014), além disso ela envolve a ativação 

em mTORC1 para síntese proteica, mas também está envolvida na ativação em AMPK, atuando 

como regulador central na via inflamatória e metabólica. A AKT também atua aumentando o 

influxo de glicose para a célula, podendo ter papel fundamental nos macrófagos durante a 

hiperglicemia. 

Também ativadas via TLR4-LPS, moléculas como ERK1/2, p38 MAPK e SAPK/JNK, 

complexo das MAPk, medeiam a ativação de AP1 promovendo aumento de síntese e secreção 

de citocinas inflamatórias (KIM et al., 2005). Nossos resultados mostraram que os D-BMDM 

fosforilam mais em SAPK/JNK p46 e ERK p44, mas nenhuma alteração foi observada em P38 

MAPK. No entanto, nos D-BMDM, a alta concentração de glicose in vitro, 25 mM, conduziu a 

uma redução na fosforilação de SAPK/JNK p46; mas quando as células foram estimuladas por 

LPS, em vez de diminuir sua fosforilação, a alta concentração de glicose promoveu um aumento 

em seus níveis. Embora as subunidades SAPK/JNK, p46 e p54, compartilhem os mesmos 

substratos, elas podem ter funções distintas (SUN et al., 2012). 

A ERK1/2 desempenha um papel na promoção da proliferação e síntese da matriz 

extracelular, e o LPS pode ativar essa proteína por diferentes vias na célula (MEBRATU et al., 

2009). Sun e colaboradores (2012), mostraram que a ERK1/2 estava envolvida na polarização 

de macrófagos para M2 em estudos com RAW 264,7, principalmente quando estas células são 

estimuladas com TGF-β em um ambiente hiperglicêmico. ERK 1/2, ou ERK 42/44, são 

isoformas homólogas que compartilham o mesmo substrato, elas são importantes para manter 

a célula viva e responsiva aos estímulos do ambiente (MELOCHE et al., 1995), e apesar da 

modificação dos níveis de fosforilação da ERK p42, estes BMDM não tiveram nenhuma 

mudança em sua viabilidade. 
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Dessa forma, os D-BMDM fosforilam as MAPK em diferentes níveis, o que poderia 

levar a uma alteração na translocação de AP1 e NF-κB para o núcleo, consequentemente com 

alteração na liberação dos mediadores inflamatórios. Sendo assim, os D-BMDM diabéticos 

secretaram uma menor concentração de TNF-α e IL-10, porém apresentaram maior secreção de 

IL-6. Então, parece que a via inflamatória é ativada em um ambiente hiperglicêmico, mas de 

alguma forma este aumento não resulta em uma maior secreção dos mediadores inflamatórios. 

Sun e colaboradores, 2012, mostraram que as alterações presentes em macrófagos sob 

hiperglicemia são relacionadas a via AKT-mTOR e ERK (SUN et al., 2012). 

Juntamente com a modificação de proteínas envolvidas com a via do LPS-TLR4, a 

hiperglicemia alterou a secreção de alguns mediadores inflamatórios. Citocinas como TNF-α, 

IL-6, IL-1β e IL10, e os mediadores H2O2 e NO são secretados pelos macrófagos para eliminar 

a invasão bacteriana (DAVIES et al., 2013). Em nossos experimentos, os D-BMDM secretaram 

uma maior concentração de IL-6 e IL-1β, e uma menor concentração de TNF-α, IL-10, H2O2 e 

NO. 

Diversos estudos sugerem que a alta concentração de glicose modifica a liberação de 

TNF-α (SUN et al., 2012; CHENG et al., 2015; HUA et al., 2012), IL-6 (DEVARAJ et al., 

2005), IL-1β (HILL et al., 1998) e IL-10 (EDDIE et al., 2017) pelos macrófagos. Em conjunto, 

essas citocinas desempenham um papel fundamental na inflamação, e a interrupção desse 

mecanismo promove um desequilíbrio no microambiente. Com nossos resultados, o feedback 

anti-inflamatório parece estar prejudicado, pois a liberação de IL-10 é interrompida e retardada 

pelos D-BMDM. De um modo geral, a hiperglicemia in vitro altera a secreção de alguns 

mediadores, afetando principalmente os macrófagos expostos por longos períodos de tempo (7 

dias). 

A alta concentração de glicose no meio de cultura celular, sem estímulo por LPS, não 

promoveu liberação de mediadores imunes nos tempos iniciais analisados, apenas após o 

período de 7 dias de cultura celular. Este resultado implica em um papel estimulatório da 

hiperglicemia a longo prazo, já que a alta concentração de glicose per se não promoveu efeitos 

antes de 48 horas. 

Sun e colaboradores, 2012, mostraram uma menor secreção de TNF-α por macrófagos 

de animais diabéticos quando comparados aos macrófagos de animais sadios após 24 horas de 

cultura celular e estímulo com LPS e/ou INF-ɣ (SUN et al., 2012). Nossos animais após injeção 

com aloxana, permanecem por aproximadamente 10 dias em hiperglicemia, é possível que, dez 

dias em hiperglicemia seja suficiente para alterar a resposta dos macrófagos, visto a diferença 
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da liberação desta citocina quando comparamos ND-BMDM e D-BMDM, além disso o 

protocolo de hiperglicemia utilizado por Sun e colaboradores durou quatro semanas (SUN et 

al., 2012), o que pode contribuir para promover modificações mais consistentes no modelo 

utilizado por eles. Possivelmente, ocorrem alterações epigenéticas que levam a modificações 

nos BMDM de animais hiperglicêmicos. 

Os macrófagos em hiperglicemia permanecem em um estado de inflamação basal, 

liberando quantidades de citocinas pró-inflamatórias mesmo sem um estímulo inflamatório, 

entretanto quando são desafiados, o nível de secreção dos mediadores é reduzido, o que é um 

dos fatores responsáveis pelo estado inflamatório de diabéticos com a glicemia descontrolada 

(GEERLINGS; HOEPELMAN, 1999). Também tem o fator do tempo, sete dias pode ser 

suficiente para que a hiperglicemia in vitro atue como fator estimulante, então, mesmo sem 

estímulo patogênico, a alta concentração de glicose em período prolongado pode ser per se uma 

fonte de estímulo. Além disso, no terceiro dia da cultura celular foi adicionado um novo meio 

de cultura (com os mesmos tratamentos), e assim essa reposição pode ter atuado como um re-

estímulo para as células. 

A diminuição na liberação de TNF-α prejudica o início de uma resposta a um antígeno, 

(CHENG et al., 2015). Em estudos realizados em células RAW 264.7, Cheng e colaboradores, 

(2015) viram que após 24 horas de tratamento, um meio com elevada concentração de glicose 

promoveu o aumento na liberação de TNF-α comparado ao meio contendo concentrações 

normais de glicose (CHENG et al., 2015). Enquanto isso Hua e colaboradores (2012) mostraram 

também que células RAW 264.7 cultivadas em meio contendo 25 mM de glicose e estimuladas 

com LPS produziram uma menor concentração de TNF-α após 48 horas de cultivo em relação 

às células mantidas em meio normal de glicose (HUA et al., 2012). Nossos achados corroboram 

com ambos os resultados de Hua e Cheng, do ponto de vista em que a alta concentração de 

glicose in vitro promove alteração na liberação de TNF-α pelos macrófagos (CHENG et al., 

2015; HUA et al., 2012).  

Os D-BMDM produziram maiores níveis de IL-6 em relação aos ND-BMDM em toda 

a evolução temporal. Já, Yamasawa e colaboradores (2012) verificaram em macrófagos 

alveolares de animais diabéticos uma menor liberação de IL-6 em relação aos macrófagos de 

animais sadios (YAMASAWA et al., 2012). Ainda, há constatações de que o soro de indivíduos 

diabéticos apresenta uma maior concentração de IL-6 comparado ao soro de indivíduos não 

diabéticos (KANTER et al., 2011). 
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Em nossos experimentos com BMDM observamos alterações na liberação de IL-6 após 

7 dias por D-BMDM, onde houve diminuição desta citocina em alta concentração de glicose in 

vitro. Sun e colaboradores (2012), também verificaram este fenômeno, mas em macrófagos 

provenientes do exsudato peritoneal e com 24 horas de cultura celular (SUN et al., 2012). Mais 

uma vez, o efeito da hiperglicemia in vitro foi observado após 7 dias de cultura, corroborando 

a hipótese de que a glicose em excesso altera a liberação de citocinas nos BMDM após longos 

períodos de exposição. 

Além das citocinas TNF-α e IL-6, a IL-1β desempenha um papel importante no percurso 

da inflamação. Os D-BMDM produziram mais IL-1β em comparação aos de animais não 

diabéticos após sete dias de estímulo com LPS. Assim como Devaraj e colaboradores, (2006), 

verificaram maior concentração de IL-1β em soro de indivíduos diabéticos comparado aos 

indivíduos não diabéticos. Esses achados são consistentes com aqueles encontrados para a 

citocina IL-6. 

Comparando a resposta dos macrófagos nas diferentes concentrações de glicose. A alta 

concentração de glicose in vitro diminuiu a liberação de IL-1β por D-BMDM. Corroborando 

com os nossos resultados, Hill e colaboradores (1998) encontraram em células RAW 264.7 que 

uma alta concentração de glicose in vitro promove uma redução na secreção de IL-1β após 24 

horas em comparação ao meio contendo concentrações basais de glicose, além disso, 

encontraram que este fenômeno é dependente da ação da PKC (HILL et al., 1998). 

Para auxiliar na contenção e também resolução da resposta inflamatória, os macrófagos 

também liberam citocinas e mediadores que possuem papel anti-inflamatório, um exemplo é a 

IL-10. Os ND-BMDM liberaram mais IL-10 comparado aos D-BMDM nos tempos de 6 e 12 

horas. Em 48 horas e 7 dias o fenômeno evidenciado foi o contrário para o meio sem o estímulo 

por LPS. Novoselova e colaboradores (2016) verificaram que a IL-10 estava diminuída no 

plasma de animais diabéticos comparados ao dos animais controle (NOVOSELOVA et al., 

2016). Já após 7 dias de cultura, a liberação de IL-10 foi menor quando os D-BMDM e ND-

BMDM foram mantidos em alta concentração de glicose, 25 mM, com ou sem estímulo por 

LPS. Fato que corrobora com Chung e colaboradores (2015), que mostraram que BMDM 

expostos à alta concentração de glicose apresentavam diminuição da liberação de IL-10 

(CHUNG et al., 2015). O tempo de exposição parece ser crucial para as alterações promovidas 

pela alta concentração de glicose. 

A alta concentração de glicose in vivo e in vitro, por longo período, promove uma 

diminuição nos níveis de IL-10. Esse fenômeno pode estar relacionado diretamente à alta 
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susceptibilidade de diabéticos a infecções, já que existe um prejuízo na resolução da inflamação 

relacionada a infecção, pois a IL-10 deve auxiliar na diminuição de sinais pró-inflamatórios 

gerados por TNF-α e IL-6 (CHUNG et al., 2015).  

Compilando as alterações na secreção de citocinas pela hiperglicemia, é perceptível 

observar um importante papel da IL-6 e da IL-10 nas alterações dos D-BMDM. A hiperglicemia 

parece prejudicar o curso da secreção de IL-10, mostrando um retardo na liberação desta 

citocina anti-inflamatória, o que prejudica a ação e os passos da inflamação. 

Além disto, verificamos que a hiperglicemia promove prejuízo na liberação de H2O2 e 

NO. Guha e colaboradores (2000) demonstraram que elevadas concentrações de glicose 

promovem um aumento basal na produção de espécies reativas de oxigênio (GUHA et al., 

2000). Espécies reativas de oxigênio como o H2O2, ânion superóxido e também radicais 

hidroxila são reguladores de diversas sinalizações celulares em resposta ao microambiente. O 

H2O2 é um importante mensageiro secundário na manutenção da homeostasia celular em 

diferentes condições (HOLMSTROM et al., 2014). Tanto o H2O2 quanto o NO são mediadores 

importantes na morte e consequente eliminação do antígeno. Uma deficiência na liberação 

desse mediador pode promover a permanência de antígenos no ambiente inflamatório. 

O processo de autofagia tem por objetivo sequestrar proteínas ou organelas senescentes 

ou danificadas para assim realizar a reciclagem de seus produtos (LEVINE, KROEMER, 2008), 

também é um processo que está envolvido na remoção de células que estão em processo de 

morte celular programada do tipo 1, tendo desta maneira papel protetor, ou no processo de 

morte celular programada do tipo 2, uma morte não apoptótica (PYO et al., 2007). Sendo assim, 

o processo autofágico pode proteger as células ou promover morte celular, depende do contexto 

em que se encontra (GONZALEZ et al., 2011). Em nosso estudo, a alta concentração de glicose 

promoveu diminuição na expressão de Beclin-1 em ND-BMDM, a Beclin-1 faz parte de um 

complexo que inicia a formação do autofagossoma para o processo autofágico. Uma menor 

expressão desta proteína pode indicar um menor processo autofágico quando esses ND-BMDM 

foram incubados com alta concentração de glicose, 25 e 40 mM, e LPS comparado aos ND-

BMDMD mantidos em 5,5 mM e estimulados por LPS. Além disso, os D-BMDM expressaram 

maiores níveis de LC3b, proteína autofagossômica essencial para a formação do 

autofagossomo, e é também marcador da ocorrência de autofagia. Desregulações na via da 

autofagia estão associadas a doenças infecciosas (LEVINE, MIZUSHIMA, VIRGIN, 2011), 

sendo assim, alterações promovidas pela hiperglicemia, tanto em Beclin-1 como nos níveis 

LC3b, podem ter relação com uma resposta inadequada dos D-BMDM.  
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Os macrófagos são essenciais para promover e manter a resposta inflamatória em níveis 

necessários, quando há desregulação no reconhecimento de patógenos com consequente 

prejuízo na sinalização intracelular para secreção de citocinas, a eliminação dos patógenos é 

prejudicada (DAVIES et al., 2013). Desta forma, se BMDM provenientes de animais 

hiperglicêmicos apresentam alteração no receptor de reconhecimento do LPS, com alteração na 

sua via de sinalização e alteração no modo como a glicose é metabolizada, unindo o fato de que 

esses animais são caracterizados por excesso de glicose, é provável que o aumento basal da 

fosforilação em AKT assim como a diminuição nesta fosforilação devido alta concentração de 

glicose in vitro esteja evolvido na performance dos D-BMDM em realizar suas funções 

inflamatórias, já que esta proteína é central para a ativação de outras moléculas intracelulares 

envolvidas na inflamação, incluindo o aumento da expressão de GLUT1 para internalizar 

glicose (FREEMERMAN et al., 2014).  

Ainda, com alterações na via da oxidação da glicose, esses D-BMDM possivelmente 

apresentam prejuízo no shift metabólico para suprir a demanda energética de uma resposta 

inflamatória, o que desregula, de uma maneira não linear, a síntese e secreção de citocinas e 

também de espécies reativas de oxigênio, mediador dependente das vias de oxidação da glicose 

(O’NEILL et al., 2015).  

Através da análise dos nossos resultados, a glicose per se parece não ser capaz de 

estimular os macrófagos e promover a liberação de mediadores inflamatórios, pelo menos em 

curto período de tempo (até 48 horas). Após um longo período de tratamento (7 dias), a alta 

concentração de glicose in vitro promove redução na secreção de citocinas inflamatórias como 

TNF-α, IL-6 e IL-1β.  

Esta diferença de comportamento entre BMDM de camundongos não diabéticos e 

diabéticos quando estimulados por LPS pressupõe que a hiperglicemia in vivo promove 

mudanças nos precursores de macrófagos. Após 10 dias em um ambiente hiperglicêmico e 7 

dias de diferenciação do componente da medula óssea em uma condição normal de glicose, os 

D-BMDM ainda apresentavam um perfil inflamatório diferente. 

Parece que essas células estão comprometidas desde sua origem na medula óssea, mas 

simplesmente não se encaixam em uma das classificações de macrófagos M1 ou M2. Este fato 

reforça a hipótese de que, em um estado hiperglicêmico, os precursores de macrófagos já estão 

comprometidos quando recrutados, e isso pode estar correlacionado com a alta suscetibilidade 

a infecções em indivíduos diabéticos. Assim, parece que o ND-BMDM são mais resistente a 

alterações desencadeadas pela hiperglicemia persistente em relação aos D-BMDM, sendo 



83 
 

necessária uma exposição prolongada para promover mudanças substanciais nos níveis de 

citocinas. 

O mecanismo pelo qual a alta concentração de glicose in vitro altera a liberação de 

citocinas nos macrófagos peritoneais podem ser diferentes daqueles que promovem alterações 

nos BMDMs. Além disso, em curto período de tempo, a hiperglicemia já promove alterações 

nos MP, diferente dos BMDM, que sofreram a ação do excesso de glicose quando expostos à 

longos períodos de tempo. Os MP possuem uma resposta mais rápida frente a estímulos, além 

disso, são células coletadas do peritônio onde possivelmente estão em contato com uma maior 

diversidade de moléculas. 

Dessa forma, a hiperglicemia interrompe muitas funções celulares que pode estar 

relacionada a um curto ou longo período de exposição (TESTA et al., 2017). Possivelmente o 

BMDM diabético já está de alguma forma comprometido e não pode suportar a alta 

concentração de glicose do microambiente para manter a função inflamatória regular, indicando 

o estabelecimento de uma “memória glicêmica”. 
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7. CONCLUSÕES 

Concluímos que a alta concentração de glicose altera as vias inflamatórias e metabólicas 

em macrófagos estimulados por LPS. Visto a diferença dos macrófagos de animais sadios e 

diabéticos. Ainda, o excesso de glicose per se promove efeitos nos BMDM após um longo 

período de exposição (7 dias). Em macrófagos que possuem resposta rápida a estímulos, como 

os MP, a alta concentração de glicose promove efeitos em curto período de tempo (6 horas). 

Não há um perfil de polarização definido nos D-BMDM, a hiperglicemia altera o perfil 

fenotípico dessas células, mas não pré-dispõe esses macrófagos à um perfil definido M1 ou M2. 

A hiperglicemia induz a uma memória glicêmica, que prejudica a expressão do TLR4 

assim como a sua via de sinalização principalmente via AKT, promovendo também alteração 

na liberação dos mediadores imunes, alterando o perfil de resposta inflamatória dos BMDM, 

assim como o perfil imunometabólico, podendo ser causa das repostas alteradas dos macrófagos 

à infecções em indivíduos hiperglicêmicos. 
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APÊNDICES 

APÊNDICE A - Tabela contendo valores individuais, média, desvio padrão e erro 
padrão da média referente à figura 7. 

 
 

APÊNDICE B - Tabela contendo valores individuais, média, desvio padrão e erro 
padrão da média referente à figura 9. 
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APÊNDICE C - Tabela contendo valores individuais, média, desvio padrão e erro 
padrão da média referente à figura 10. 
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APÊNDICE D - Tabela contendo valores individuais, média, desvio padrão e erro 
padrão da média referente à figura 11. 
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APÊNDICE E - Tabela contendo valores individuais, média, desvio padrão e erro 
padrão da média referente à figura 12. 
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APÊNDICE F - Tabela contendo valores individuais, média, desvio padrão e erro 
padrão da média referente à figura 13. 
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APÊNDICE G - Tabela contendo valores individuais, média, desvio padrão e erro 
padrão da média referente à figura 14. 

 

Não diabético
Animal 5.5 mM 25 Mm 40 mM 5.5 mM + LPS 25 mM + LPS 40 mM + LPS

1 0,0760 0,0669 0,1076 0,0832 0,1981 0,3387
2 0,0430 0,0566 0,1069 0,0824 0,1179 0,2516
3 0,0449 0,0420 0,0656 0,0397 0,1098 0,2590
4
5
6
7
8
9

Média 0,055 0,055 0,093 0,068 0,142 0,283
Desvio padrão 0,02 0,01 0,02 0,02 0,05 0,05
Erro padrão da média 0,01 0,01 0,01 0,01 0,03 0,03

AMPK/β-actina
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Diabéticos
Animal 5.5 mM 25 Mm 40 mM 5.5 mM + LPS 25 mM + LPS 40 mM + LPS

1 0,0885 0,1633 0,1013 0,1329 0,1837 0,4473
2 0,0470 0,0873 0,1110 0,0797 0,1177 0,4409
3 0,0239 0,0364 0,0328 0,0519 0,1124 0,5809
4 0,0246 0,0248 0,0402 0,0447 0,0385 0,4897
5
6
7
8
9

Média 0,046 0,078 0,071 0,077 0,113 0,490
Desvio padrão 0,03 0,06 0,04 0,04 0,06 0,06
Erro padrão da média 0,02 0,03 0,02 0,02 0,03 0,03

AMPK/β-actina

Não diabético
Animal 5.5 mM 25 Mm 40 mM 5.5 mM + LPS 25 mM + LPS 40 mM + LPS

1 0,4899 1,0505 0,6161 1,0687 0,6866 0,7195
2 0,4890 0,4016 0,4985 0,6939 0,4920 0,5493
3 0,3736 0,9358 0,7451 1,2143 0,9771 0,6370
4 0,4920 0,9156 0,4775 0,5640 0,6143 0,6233
5
6

Média 0,461 0,826 0,584 0,885 0,693 0,632
Desvio padrão 0,06 0,29 0,12 0,31 0,21 0,07
Erro padrão da média 0,03 0,14 0,06 0,15 0,10 0,03

pS6/β-actin

Diabéticos
Animal 5.5 mM 25 Mm 40 mM 5.5 mM + LPS 25 mM + LPS 40 mM + LPS

1 0,5614 0,2782 0,3070 0,2274 0,3401 0,4756
2 0,7427 0,4105 0,5143 0,6709 0,6024 0,4293
3 0,3354 0,5702 0,5175 0,6677 0,8249 0,4781
4 0,5756 0,2933 0,1319 0,1152 0,7981 0,4904
5 0,6621 0,3880 0,3293 0,4200 0,7596 0,4176
6

Média 0,575 0,388 0,360 0,420 0,665 0,458
Desvio padrão 0,15 0,12 0,16 0,25 0,20 0,03
Erro padrão da média 0,07 0,05 0,07 0,11 0,09 0,01

pS6/β-actin

Não diabético
Animal 5.5 mM 25 Mm 40 mM 5.5 mM + LPS 25 mM + LPS 40 mM + LPS

1 407,54 414,89 454,96 502,02 505,51 553,31
2 371,69 377,57 385,11 396,69 498,16 508,27
3 308,82 321,32 324,26 436,21 543,20 524,82

Média 363 371 388 445 516 529
Desvio padrão 49,97 47,10 65,40 53,21 24,16 22,78
Erro padrão da média 28,85 27,19 37,76 30,72 13,95 13,15

Lactato
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Diabéticos
Animal 5.5 mM 25 Mm 40 mM 5.5 mM + LPS 25 mM + LPS 40 mM + LPS

1 192,10 245,59 273,71 325,00 419,67 435,11
2 184,01 228,31 258,64 339,00 439,15 420,22
3 210,29 291,18 273,35 317,00 425,74 446,88

Média 195 255 269 327 428 434
Desvio padrão 13,46 32,48 8,60 11,14 9,97 13,36
Erro padrão da média 7,77 18,75 4,96 6,43 5,76 7,71

Lactato

Consumo de oxigênio na primeira hora de incubação
Non-diabetic
Animal/Time (s) 1 2 3 1 2 3 1 2 3
0 69601 70975 74316 80120 81060 80131 81584 71458 77058
1,5 68325 70234 73302 70841 80705 83709 82665 71035 76191
3 65681 67364 70582 77541 80141 78846 81389 71851 76414
4,5 65573 68010 69749 76362 78625 79204 78763 69500 75079
6 62466 65374 67971 76607 76792 78629 74806 66801 73754
7,5 62346 64851 68221 86175 76189 77003 76104 67679 73660
9 62787 65896 67284 73933 76088 76019 75602 68869 73046
10,5 60602 63391 67301 73454 71949 75404 73592 67083
12 59449 62225 65357 72404 74035 74356 71015 68284 69610
13,5 59775 62843 65076 71640 72414 73592 72921 72734 70115
15 60806 62775 65031 70371 77229 71545 73334 68239 70266
16,5 60091 61556 64206 71155 72678 72415 73162 71574 64568

5.5 mM 25 mM 40 mM 

Non-diabetic
Animal/Time (s) 1 2 3 1 2 3 1 2 3
0 84153 83186 82107 84954 69596 86950 89980 75726
1,5 86035 82189 80670 83244 69877 85699 87935 88096 72963
3 81893 80312 78832 80042 69238 84706 85656 81242 73682
4,5 81461 78001 77837 78832 66713 81038 83501 74437 72127
6 76009 76625 77274 78569 70723 81632 90607 76445 70566
7,5 77908 76508 75681 75439 67585 78576 79063 76044 69776
9 74908 75698 75159 76097 67136 78819 78852 76574 69907
10,5 78099 71869 73639 74669 64485 78421 75796 75228 69648
12 75122 73213 74826 74930 64603 78615 76955 74712 69279
13,5 73708 70787 75034 74186 63771 78102 69395 72780 67381
15 75221 70585 74514 74414 63530 77415 74952 69833 67003
16,5 72006 71058 71458 72916 63778 76571 75490 72573 66764

5.5 mM + LPS 40 mM + LPS25 mM + LPS

Diabetic
Animal/Time (s) 1 2 3 1 2 3 1 2 3
0 72249,5 72236 72263 74493,5 74480 74507 88265,5 88252 88279
1,5 70162,5 70149 70176 72199,5 72186 72213 88218,5 88205 88232
3 70534,5 70521 70548 73106,5 73093 73120 85866,5 85853 85880
4,5 69050,5 69037 69064 71578,5 71565 71592 83025,5 83012 83039
6 68420,5 68407 68434 70686,5 70673 70700 82319,5 82306 82333
7,5 65919,5 65906 65933 67430,5 67417 67444 82707,5 82694 82721
9 66105,5 66092 66119 67502,5 67489 67516 80541,5 80528 80555
10,5 65087,5 65074 65101 66861,5 66848 66875 79065,5 79052 79079
12 65158,5 65145 65172 66653,5 66640 66667 78139,5 78126 78153
13,5 63396,5 63383 63410 65688,5 65675 65702 76069,5 76056 76083
15 63728,5 63715 63742 64997,5 64984 65011 76247,5 76234 76261
16,5 64237,5 64224 64251 63401,5 63388 63415 76597,5 76584 76611

5.5 mM 25 mM 40 mM 
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APÊNDICE H - Tabela contendo valores individuais, média, desvio padrão e erro 

padrão da média referente à figura 15, 16, 17 e 18. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

APÊNDICE I - Tabela contendo valores individuais, média, desvio padrão e erro padrão 
da média referente à figura 19. 

Diabetic
Animal/Time (s) 1 2 3 1 2 3 1 2 3
0 72323,5 72310 72337 74194,5 74181 74208 69553,5 69540 69567
1,5 70522,5 70509 70536 81941,5 81928 81955 68316,5 68303 68330
3 68600,5 68587 68614 71664,5 71651 71678 66300,5 66287 66314
4,5 65331,5 65318 65345 69058,5 69045 69072 65699,5 65686 65713
6 65327,5 65314 65341 60257,5 60244 60271 63260,5 63247 63274
7,5 65216,5 65203 65230 67021,5 67008 67035 62828,5 62815 62842
9 62144,5 62131 62158 66953,5 66940 66967 62625,5 62612 62639
10,5 67965,5 67952 67979 58442,5 58429 58456 62045,5 62032 62059
12 64793,5 64780 64807 66705,5 66692 66719 60443,5 60430 60457
13,5 61475,5 61462 61489 66359,5 66346 66373 62242,5 62229 62256
15 63050,5 63037 63064 72891,5 72878 72905 61726,5 61713 61740
16,5 61733,5 61720 61747 65934,5 65921 65948 61614,5 61601 61628

40 mM + LPS5.5 mM + LPS 25 mM + LPS
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APÊNDICE J - Tabela contendo valores individuais, média, desvio padrão e erro 
padrão da média referente à figura 20. 

Diabéticos

Animal 5.5 mM 25 Mm 40 mM 5.5 mM + LPS 25 mM + LPS 40 mM + LPS

1 30,2 18,0 25,2 30,2 18,0 25,2

2 24,8 19,0 15,8 24,8 19,0 15,8

3 26,7 19,7 23,0 26,7 19,7 23,0

4 23,8 29,2 20,3 23,8 29,2 20,3

Média 26,4 21,5 21,1 26,4 21,5 21,1

Desvio padrão 2,8 5,2 4,0 2,8 5,2 4,0

Erro padrão da média 1,4 2,6 2,0 1,4 2,6 2,0

Diabéticos

Animal 5.5 mM 25 Mm 40 mM 5.5 mM + LPS 25 mM + LPS 40 mM + LPS

1 6,0 5,5 5,6 6,7 6,6 6,7

2 6,0 5,1 5,5 6,6 6,6 6,4

3 5,4 5,8 5,8 7,0 6,6 6,8

Média 5,8 5,5 5,6 6,8 6,6 6,6

Desvio padrão 0,32 0,32 0,15 0,24 0,03 0,24

Erro padrão da média 0,19 0,19 0,09 0,14 0,02 0,14

H2O2 após 48 horas

H2O2 após 24 horas

Diabéticos

Animal 5.5 mM 25 Mm 40 mM 5.5 mM + LPS 25 mM + LPS 40 mM + LPS

1 5,0 3,6 4,8 4,7 5,1 5,1

2 5,0 1,6 4,8 4,3 4,4 4,4

3 5,2 4,8 4,2 4,6 5,4 5,4

Média 5 3 5 5 5 5

Desvio padrão 0,12 1,66 0,36 0,19 0,51 0,51

Erro padrão da média 0,07 0,96 0,21 0,11 0,30 0,30

H2O2 7 dias
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APÊNDICE K - Tabela contendo valores individuais, média, desvio padrão e erro 
padrão da média referente à figura 21. 
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APÊNDICE L - Tabela contendo valores individuais, média, desvio padrão e erro 
padrão da média referente à figura 22. 
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APÊNDICE M - Tabela contendo valores individuais, média, desvio padrão e erro 
padrão da média referente à figura 23. 

 

Não diabético

Animal 5.5 mM 25 Mm 40 mM 5.5 mM + LPS 25 mM + LPS 40 mM + LPS

1 0 0 0 559 400,7 178,3

2 0 0 0 271 829,9 719,9

3 0 0 0 122,6 395,4 688,1

4 0 0 0 91

5

Média 0,0000 0,0000 0,0000 317,5333 542,0000 419,3250

Desvio padrão 0,00 0,00 0,00 221,89 249,34 330,90

Erro padrão da média 0,00 0,00 0,00 128,11 143,96 165,45

Diabéticos

Animal 5.5 mM 25 Mm 40 mM 5.5 mM + LPS 25 mM + LPS 40 mM + LPS

1 0 0 0 152,6 170,7

2 0 0 0 166,3 119 168,1

3 0 0 0 199,5 181,9 157

4 0 0 0 211,4 196,7 141,9

Média 0,0000 0,0000 0,0000 182,4500 165,8667 159,4250

Desvio padrão 0,00 0,00 0,00 27,57 41,26 13,11

Erro padrão da média 0,00 0,00 0,00 13,79 20,63 6,55

Não diabético

Animal 5.5 mM 25 Mm 40 mM 5.5 mM + LPS 25 mM + LPS 40 mM + LPS

1 34,0416 69,9214 87,2176 362,112 280,9314 295,8552

2 36,715 64,5058 86,8614 346,3942 319,4482 293,1448

3 115,6698 216,6726 58,0286 381,5742 335,158 502,7894

4 122,636 191,6704 57,049 378,6758 303,8818 545,5

5 45,2094 81,8332 33,8442 587,4088 472,912 606,62

6 46,1596 76,915 29,2472 615,436 495,4798 545,8586

Média 66,7386 116,9197 58,7080 445,2668 367,9685 464,9613

Desvio padrão 40,93 68,30 24,88 121,94 92,07 136,12

Erro padrão da média 16,71 27,88 10,16 49,78 37,59 55,57

Diabéticos

Animal 5.5 mM 25 Mm 40 mM 5.5 mM + LPS 25 mM + LPS 40 mM + LPS

1 64,9 64,1 81,7 983,4 946,4 2150,7

2 274,3 39,6 305,4 1513,7 1431 1987,4

3 36,1 9,4 140,4 1442,8 1605,4 1705,2

4 8,552357 1621,407 1551,628 1767,829

5 8,313 21,86743 9,934786 1422,017 1525,364 1546,151

Média 95,9033 33,7419 109,1974 1396,6648 1411,9584 1831,4560

Desvio padrão 121,15 23,73 122,69 243,81 267,81 238,55

Erro padrão da média 54,18 10,61 54,87 109,03 119,77 106,68

TNF-α 3 horas

TNF-α 3 horas

TNF-α 6 horas

TNF-α 6 horas
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APÊNDICE N – Membranas representativas dos Western blot realizados nesta tese. 

Não diabético

Animal 5.5 mM 25 Mm 40 mM 5.5 mM + LPS 25 mM + LPS 40 mM + LPS

1 0 0 49,6 22,1 487,1 655,4

2 0 0 54 86,4 591,5 678,2

3 0 0 51,8 120,5 31 260,5

4 0 0 226,9

5

Média 0,0000 0,0000 51,8000 76,3333 369,8667 455,2500

Desvio padrão 0,00 0,00 2,20 49,97 298,07 244,84

Erro padrão da média 0,00 0,00 1,27 28,85 172,09 122,42

Diabéticos

Animal 5.5 mM 25 Mm 40 mM 5.5 mM + LPS 25 mM + LPS 40 mM + LPS

1 36 46,9 553 348,8 573,5

2 5,1 29,8 101,9 661,4 475,5 663,4

3 88,7 116,2 203,1 820 696,3 816,5

4 128,5 111,3 188,7 836,5 751,6 737

Média 64,5750 85,7667 135,1500 717,7250 568,0500 697,6000

Desvio padrão 54,84 48,53 73,89 135,25 188,66 103,70

Erro padrão da média 27,42 24,27 36,94 67,62 94,33 51,85

Não diabético

Animal 5.5 mM 25 Mm 40 mM 5.5 mM + LPS 25 mM + LPS 40 mM + LPS

1 0 0 0 200,7 196,7 589

2 0 0 0 62,2 155,6 125,8

3 0 0 0 192,2 233,7 217,6

4 0 0 0 128,8 14,2 323,5

5 0 0 0 269,2 674,1

6 0 0 0 54,9

Média 0,0000 0,0000 0,0000 151,3333 150,0500 386,0000

Desvio padrão 0,00 0,00 0,00 84,56 96,02 236,74

Erro padrão da média 0,00 0,00 0,00 34,52 48,01 105,87

Diabéticos

Animal 5.5 mM 25 Mm 40 mM 5.5 mM + LPS 25 mM + LPS 40 mM + LPS

1 6,8 4 89,1 639,3 569,4 965,2

2 303,3 284,3 411,4 840,1 773,9 978,3

3 210,9 132,1 345,5 945,5 951,8 931,7

4 88,70894 92,18325 66,02733 959,8837 939,2133 961,0963

5 124,0776 118,2236 96,23903 951,6632 941,6656 923,464

Média 146,7573 126,1614 201,6533 867,2894 835,1958 951,9521

Desvio padrão 114,12 101,47 163,45 136,50 165,95 23,32

Erro padrão da média 51,04 45,38 73,10 61,04 74,21 10,43

IL-6-α 6 horas

IL-6-α 6 horas

IL-6-α 3 horas

IL-6-α 3 horas
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APÊNDICE O – Marcação negativa e positiva para F4/80 

 
 
 


