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Resumo

O diabetes mellitus do tipo 1 € uma doencga autoimune cronica que acomete individuos
geneticamente suscetiveis. Pode se manifestar nos anos iniciais da vida e grande porcentagem
de individuos com diabetes sdo criancas. A doenga leva a perda em massa das células 3
pancreaticas produtoras de insulina causada por uma resposta inflamatéria mediada por
linfécitos T CD4 e CD8. O desenvolvimento da doenca é marcado pela quebra da tolerancia
imunoldgica ao proprio e diversos fatores como componentes alimentares e variacdes na
microbiota podem determinar o ponto de inicio da pancreatite e do diabetes. E através da
mucosa intestinal que o sistema imune tem contato com a maioria dos antigenos externos € a
integridade dos componentes da mucosa € determinante para o estabelecimento de tolerancia
imunoldgica a esses antigenos, um fendmeno classicamente denominado tolerancia oral e
andlogo a tolerancia aos autocomponentes. Neste estudo mostramos que camundongos NOD
que desenvolvem espontaneamente o diabetes do tipo 1 possuem defeitos na mucosa intestinal
que impedem o estabelecimento adequado da tolerancia oral. A andlise morfologica do
intestino delgado ndo mostrou sinais clinicos de inflamagdo ou alteracdo na frequéncia de
linfécitos T intraepiteliais, porém essa linhagem tem os mecanismos de barreira imunoldgica
do intestino delgado prejudicados com menor produgdo de muco e de secre¢ao de IgA no
limen. A reducdo da frequéncia de linfécitos B1 (CD19°CD5") observada nesses
camundongos pode contribuir para a diminuicao de SIgA. A dificuldade de induzir tolerancia
oral ndo foi devido a uma alteragdo na frequéncia de linfécitos T reguladores (CD4 Foxp3™)
nos linfonodos mesentéricos. Além disso, demonstramos que o desenvolvimento do diabetes
estava associado a um desbalango nas frequéncias de macréfagos intestinais que secretam IL-
10 e macrofagos derivados de mondcitos com perfil pré inflamatdério no intestino delgado.
Devido a estreita relacdo entre o pancreas € o intestino € a comunicacdo entre esses dois
orgaos através do linfonodo pancreatico, perturbacdes na mucosa intestinal podem interferir
no desenvolvimento da diabetes do tipo 1. Compreender os fatores e alteracdes na mucosa
intestinal que estdo associados a patogénese do diabetes do tipo 1 € o primeiro passo para a
criacdo de novas estratégias terapéuticas via mucosa que sejam seguras € bem-sucedidas na

prevengao e tratamento dessa doenca.

Palavras chave: diabetes tipo 1, tolerancia oral, intestino delgado, mucosa, macréfago.



Abstract

Type 1 diabetes is a chronic autoimmune disease that affects genetically susceptible
individuals. It can manifest in the early years of life, and a large percentage of individuals
with diabetes are children. The disease leads to massive loss of pancreatic 3 cells producing
insulin caused by an inflammatory response mediated by CD4" and CD8" T cells.
Development diabetes is characterized by the breakdown of immunological tolerance to self
antigens, and several factors such as dietary components and changes in the microbiota play a
crucial role in the onset of pancreatitis and diabetes. The contact of imune system with the
external antigens occurs mostly through the intestinal mucosa, and the integrity of its
components is critical for the establishment of tolerance to these antigens, the classical
phenomenon known as oral tolerance. In the presente study, we showed that NOD mice, a
mouse that develops spontaneously type 1 diabetes, presented defects in the intestinal mucosa
that lead to the breakdown of oral tolerance. A morphological analises of the small intestine
of these mice did not show clinical signs of inflammation neither change in intraeptelial T
lymphocytes frequency, but this strain presented defects in the intestinal barrier such as
reduced production of mucus and the secretion of IgA in the intestinal lumen. The reduction
in the frequency of B1 lymphocytes (CD19" CD5") seen in these mice may contribute to the
diminished sIgA found. The impaired oral tolerance was not due to a change in frequency of
regulatory T cells (CD4" FoxP3") in mesenteric lymph nodes. Furthermore we demonstrate
that the development of diabetes was associated with an imbalance of resident macrophages
which secrete IL-10 and monocyte-derived macrophages with a pro-inflammatory profile in
small intestine. Because of the close relationship between the pancreas and the intestine, and
the communication between them through the pancreatic lymph node, disturbances in
intestinal mucosa can interfere with the development of type 1 diabetes. To understand the
factors and changes in intestinal mucosa related to pathogenesis of type 1 diabetes is the first

step for creation of new therapeutic strategies that are safe and successful for type 1 diabetes.

Keywords: typel diabetes, oral tolerance, small intestine, mucosa, mocrophage.
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1. Introduciao

Diabetes mellitus (DM) consiste em um grupo heterogéneo de distirbios metabdlicos
que apresentam em comum a hiperglicemia como resultado de defeitos na producdo da
insulina ou sua a¢do. Dentre os tipos de diabetes, a diabetes mellitus tipo 1 € uma doenga
autoimune cronica que acomete individuos geneticamente suscetiveis. Representa de 5% a
10% dos casos de diabetes mellitus. A incidéncia de DM1 vem crescendo consideravelmente
particularmente na populagdo infantil. Trata-se de uma das doencas cronicas mais comuns na
infancia (Gale, 2005). Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) em 2015, 542 mil
criangas de O a 14 anos foram diagnosticadas com DM1 no mundo, sendo cerca de 32 mil
criangas no Brasil. Nessa doenca, ocorrem disturbios metabdlicos devido a destruicdo das
células 3 pancredticas pela atividade desregulada de linfocitos auto reativos. A perda gradual
das células produtoras de insulina leva ao aumento dos niveis de glicose sérica. A diabetes
constitui a principal causa de amputagdo de membros inferiores, insuficiéncia renal e cegueira
entre adultos assim como de doengas cardiovasculares, morte prematura e mortalidade

perinatal (“Diretrizes-Sbd-2015,” 2015).

O tratamento atual da diabetes autoimune consiste na administracdo de insulina
exdgena e monitoramento constante da glicemia. O tratamento ndo tem efeito sobre a
patogénese e os eventos imunoldgicos envolvidos na doenca. Um melhor entendimento da
relacdo entre o desenvolvimento do diabetes e alteragdes em outros compartimentos do corpo
como a mucosa intestinal pode representar um avango na compreensdao da patogénese da

doenca e na geragcao de novas ferramentas de intervengdo na sua evolugao.

Nosso grupo de pesquisa tem alcancado resultados substanciais na prevengdo e
tratamento de doencas inflamatdrias cronicas utilizando o intestino como um importante sitio
de modulagcdo do sistema imune. A mucosa intestinal, o maior 6rgdo linfoide do corpo, é
constantemente estimulado por antigenos como a dieta e a microbiota. Fisiologicamente, esses
contatos promovem respostas imunoldgicas reguladoras que garantem a homeostase
intestinal. O estimulo imunogénico no ambiente intestinal leva a inducdo preferencial de
células T e B reguladoras que migram para sitios inflamatérios e agem modulando a
inflamacdo através da secrecdo de citocinas anti-inflamatérias como a interleucina IL-10 e

TGF-B. Esse fendmeno foi denominado tolerincia oral (Faria and Weiner 2006; Weiner et al
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2011; Pabst and Mowat 2012).

Em sua tese de doutorado, Rafael Pires de Oliveira mostrou os efeitos da
administracao por via oral da bactéria probidtica Lactococcus lactis produtora da proteina de
choque térmico HSP65 em camundongos NOD, modelo murino de diabetes do tipo 1.
Estudos anteriores do nosso grupo mostraram que a secre¢do de HSP65 na mucosa intestinal
induz a formacdo de células T CD4+ reguladoras especificas no intestino. Essas células
migram para os sitios inflamados onde a proteina HSP € altamente expressa e atuam

modulando a inflamacdo local (Rezende et al 2012).

A utilizagcdo da inducdo de tolerincia oral na mucosa intestinal a HSP65 preveniu a
encefalomielite autoimune experimental (EAE) (Rezende et al., 2012) e colite ulcerativa em
camundongos (Gomes-Santos et al., 2014). Entretanto, esse tratamento oral ndo foi capaz de
impedir o desenvolvimento da diabetes em camundongos NOD, um modelo murino de
diabetes autoimune. Isto nos levou a testar a indugdo de tolerancia oral nesses animais que
confirmou a hipétese de que a capacidade de inducdo de tolerancia oral estava comprometida
nos camundongos NOD. Além disto, essa falha no estabelecimento de tolerincia oral indicava
que essa linhagem apresenta defeitos na geracdo de mecanismos imunorreguladores na
mucosa intestinal. O trabalho de Rafael Pires durante seu doutorado concluiu que
camundongos NOD diabéticos apresentam um desequilibrio entre células T efetoras e
reguladoras no intestino, com frequéncia aumentada de células Th17 e predominancia de

células dendriticas com perfil inflamatorio no tecido linféide associado a mucosa intestinal.

Com bases nesses experimentos, investigamos neste estudo as alteragdes nos
elementos imunorreguladores da mucosa intestinal de camundongos NOD durante o
desenvolvimento espontaneo do diabetes tipo 1 com o objetivo de avancar no entendimento
do impacto da estimulagdo da mucosa intestinal pela microbiota e pelos antigenos da dieta no
desenvolvimento da diabetes. Além disso, nossa meta foi formular maneiras de intervengao

positiva nesse importante componente da fisiologia imunoldgica, o intestino.

Polimorfismos em diferentes regides do genoma ja foram associados a predisposi¢ao
ao diabetes, os loci sdo denominados pelo proprio nome da doenca, IDDM do inglé€s insulin
dependente diabetes mellitus. Vérios IDDM ja foram identificados no genoma humano. O

IDDM 1 contem os genes do HLA, o HLA DR3-DQ2 e DR4-DQ8 sdo os tipos mais
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frequentes de MHC envolvidos na predisposi¢do ao diabetes em humanos, possuir estes alelos
indica ter 50% da predisposicao genética a DM1. Esses mesmos alelos estdo relacionados a
outras desordens autoimunes, como por exemplo, a doenga celiaca. (Kantarova & Buc, 2007).
Regides de IDDM incluem também genes associados a imunorregulacdo, como AIRE, IL-2r,

CTLA-4,PD-1.

Apesar do forte peso do fator genético, como toda doenga autoimune, a DM1 também
¢ altamente influenciada por fatores ambientais, alimentares e a microbiota. A regido
geogréfica, forma de nascimento, dieta, infecdes e uso de antibidticos tem sido associados ao
desenvolvimento da DM1 (Wen et al., 2008). Dispomos de um modelo animal extremamente
valioso para o estudo da diabetes, o camundongo NOD (non obese diabetic). Este
camundongo possui variagcdes genéticas que o levam a apresentar susceptibilidade ao diabetes
tipo 1, porém o efetivo desenvolvimento da doenga varia de acordo com o ambiente e

condi¢des em que o animal e mantido.

Diante da variedade de fatores orquestrando o desenvolvimento do diabetes, é
necessaria uma andlise ampla e minuciosa dos mecanismos envolvidos no estabelecimento da

doenca com o objetivo de propor novas estratégias que posam controlar a epidemia em curso.

1.1.Estado da Arte

1.2. Uma breve introdu¢ao a Mucosa Intestinal

A mucosa intestinal estd associada a um extenso e complexo tecido linféide chamado,
em inglés, de mucosal associated lymphoid tissue (MALT). O tecido linfoide associado ao
intestino (GALT) € o componente mais bem estudado do MALT e constitui-se de uma
extensa e variada rede de células e foliculos linfoides distribuidos ao longo do intestino. Isto
porque a mucosa intestinal € a maior superficie de contato do corpo com o ambiente externo.
Estima-se que aproximadamente 30 kg de proteinas da dieta entram em contato com o
intestino humano durante um ano e, em média, 190g dessas proteinas sdo absorvidas
diariamente no intestino (Brandtzaeg, 1998). Além disso, o sistema imune associado a
mucosa € constantemente estimulado pelas bactérias que colonizam o intestino. Este constante

estimulo antigénico (dieta e microbiota) é fundamental para a maturacdo imunoldgica. A
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importancia da microbiota para a maturacdo do sistema imune € evidenciada por
camundongos germ-free (mantidos em condi¢des isentas de germes) que apresentam o tecido
linfoide associado a mucosa pouco desenvolvido e apresentam baixos niveis séricos de IgA e
IgG (Macpherson & Harris, 2004). De maneira similar, camundongos adultos mantidos, desde
o desmame, sob dieta balanceada contendo apenas aminodcidos livres em substituicdo as
proteinas inteiras apresentam atrofia de oOrgdos e tecidos linfoides, principalmente os
associados ao intestino delgado que € o sitio de absorcdo de proteinas (da Silva Menezes et

al., 2003; Paula-Silva et al., 2015)

O GALT ¢ composto pelas placas de Peyer, foliculos linfoides isolados e o apéndice
que sdo agregados linfoides presentes na submucosa ao longo do intestino delgado e grosso
(Brandtzaeg, Kiyono, Pabst, & Russell, 2008). Os linfonodos mesentéricos e cecais que
drenam o intestino delgado e grosso sdo os maiores linfonodos do corpo. Logo abaixo do
epitélio, encontra-se a lamina prépria que € composta por células linfoides e mieldides tais
como linfécitos, macréfagos e células dendriticas (Howard L Weiner, da Cunha, Quintana, &

Wu, 2011). Essas células estdo envolvidas no equilibrio da resposta imune no intestino.

Uma unica camada de células epiteliais separa o tecido linféide dos antigenos
presentes no limen. Essa camada é composta por células epiteliais (enterdcitos), células
caliciformes, células de Paneth e células enteroendocrinas. A secrecdo de proteinas
antimicrobianas e mucina pelas células de Paneth e células caliciformes, respectivamente,
estabelece uma barreira que minimiza a exposi¢do continua a estimulos presentes no limen.

(Crosnier, Stamataki, & Lewis, 2006).

A IgA secretoria € a imunoglobulina predominante no intestino e compreende mais um
mecanismo de barreira epitelial. E produzida por plasmécitos na 1dmina prépria e translocada
para o limen através de um receptor polimérico de imunoglobulina (pIgR - polymeric
immunoglobulin receptor ) presente nas células epiteliais (Johansen & Kaetzel, 2011). Uma
vez secretada, a IgA torna-se parte da matriz de muco e atua como um anticorpo neutralizante
que se liga a toxinas e receptores de adesdo de microrganismos presentes no limen. Ao
contrdrio de outras classes de imunoglobulina, a IgA nio estimula uma resposta efetora
inflamatodria e, por esse motivo, pode ser considerada uma imunoglobulina anti-inflamatéria

(Goll & van Beelen Granlund, 2015; Oliver Pabst, 2012).



14

Intestino Delgado o & Foliculo associado ao eptélio

Figura 1: O tecido linfoide associado ao intestino (GALT).

Células epiteliais do intestino formando uma interface fisica e quimica entre comunidades
microbianas no liimen e o tecido linfoide associado a mucosa (GALT). As células-tronco do epitélio
intestinal controlam a renovagdo continua da camada de células epiteliais. Células epiteliais
diferenciadas, com a excecdo de as células de Paneth, migram para cima do eixo cripta-vilo, como
indicado pelas setas tracejadas. Células caliciformes secretoras e células de Paneth secretam muco e
proteinas antimicrobianas (AMPs), respectivamente. A translocagdo de IgA secretora contribui para
a fungdo de barreira do epitélio especializado da mucosa. Células M (microfold cells) e células
caliciformes medeiam o transporte de antigenos luminais e bactérias vivas através da barreira
epitelial para as células dendriticas (DC) e macrdfagos residentes do intestino. Além disso, as células
dendriticas e macrdfagos que expressam CX3CRI, receptor da quimiocina fractalcina, podem emitir
projecoes através do epitélio intestinal e captar antigenos (O Pabst & Mowat, 2012). (Mazzini,

Massimiliano, Penna, & Rescigno, 2014; Niess, 2005). (Adaptado de Peterson, 2014)

O contato antigénico pela mucosa pode levar a trés principais consequéncias: a) uma reposta

imune local com producdo de IgA secretdria (imunizagdo local); b) uma reposta inflamatéria
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sisttmica com produgdo de anticorpos sé€ricos especificos (imunizagdo oral) que ocorre
apenas mediante condi¢Oes especiais de administracdo oral de antigenos; ou c¢) mais

frequentemente, um fendmeno denominado tolerancia oral (A. M. C. Faria & Weiner, 2000) .

1.1.Tolerancia Oral e suas aplicacoes

O fendmeno da tolerancia oral refere-se aos mecanismos imunoldgicos desencadeados
no GALT em resposta a antigenos ingeridos por via oral gerando homeostase da mucosa e
imunorregulacdo de respostas inflamatorias sist€émicas. A inducdo da tolerancia oral € capaz
de suprimir a resposta imune humoral e celular, reduzindo os niveis de anticorpos séricos € a
producido de citocinas (Afuwape, Turner, & Strobel, 2004; A. M. C. Faria et al., 2003), além
de bloquear a reacdo de hipersensibilidade tardia — DTH ( a M. Mowat, Strobel, Drummond,
& Ferguson, 1982). Foi demostrado que a tolerancia oral € uma ferramenta potencial para
suprimir diversas imunopatologias (A. M. C. Faria & Weiner, 2006). Trabalhos recentes do
nosso grupo mostram o efeito da inducdo da tolerancia oral a proteinas administradas por via
oral na prevencado da encefalomielite autoimune experimental (EAE) (Rezende et al., 2013),
na rejeicdo de transplantes prevenindo o efeito GVHD (do inglés, graft-versus-host disease)
(Mercadante et al., 2014) e na colite ulcerativa experimental (Gomes Santos, 2012).

Para que o fendmeno ocorra, € necessdrio que os antigenos presentes na dieta
penetrem a barreira da mucosa e tenha acesso a lamina prépria onde interagem com as células
do sistema imune (Castro-Sanchez & Martin-Villa, 2013). As proteinas sdo degradadas no
trato gastrointestinal durante o processo digestdrio e, poucos minutos apds a ingestdo dos
alimentos, haptenos sdo encontrados na ladmina prépria. Algumas proteinas, no entanto,
entram intactas a lamina propria (Husby et al., 1985). A apresentacdo desses antigenos na
mucosa desencadeia a producdo de citocinas com atividade supressora como a IL-10 e o TGF-
. Inicialmente, essa atividade observada na mucosa intestinal foi atribuida a um aumento de
células do tipo Th2 levando a supressdo de células do tipo Thl (Howard L. Weiner, 1992;
Howard L Weiner et al., 1994). Posteriormente, foi observado que a apresentacdo de
antigenos na mucosa intestinal leva a inducdo de células T reguladoras antigeno-especificas
que secretam preferencialmente as citocinas TGF-f3. , IL-10 e IL-4. Essas células reguladoras
migram para os Orgaos linfoides onde elas controlam/suprimem a resposta inflamatdria (Faria

& Weiner, 2005).
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Trés mecanismos ndo excludentes foram descritos para explicar o fendmeno da
tolerancia oral, e estdo relacionados a dose do antigeno ingerido e a forma de administracdo.
Sdo eles: anergia, delecdo clonal e regulagdo ativa induzida pela formacdo de células T
reguladoras (A. M. C. Faria & Weiner, 2006). Ao contrario do que se imaginava, o antigeno

tolerado ndo € ignorado pelo sistema imune. Ao contrdrio, a inducdo de tolerancia é um

processo ativo que envolve alta reatividade de linfécitos T (Castro-Junior et al., 2012).

As células T reguladoras foram descritas em 1995 por Sakaguchi e seus colaboradores
como uma populacdo de células T CD4+4+ com capacidade supressora. Os autores
demonstraram que essas células expressam constitutivamente a cadeia o do receptora da IL-2,
o CD25. Essas células ficaram conhecidas como T reguladoras CD4"'CD25" (Sakaguchi,
Sakaguchi, Asano, Itoh, & Toda, 1995). Posteriormente, foi identificado o principal fator de
transcri¢do dessa populagdo linféide, o Foxp3 (forkhead box P3) ( Hori, 2003; Fontenot,
Gavin, & Rudensky, 2003). Os trabalhos de Sakaguchi demonstraram que as células
reguladoras autorreativas sdo geradas no timo, células reguladoras naturais (nTreg). No
entanto, células T reguladoras CD4+ CD25+ Foxp3+ reativas a antigenos externos também
podem ser geradas em 6Orgdos linféides da periferia a partir de células T naive, as chamadas
células reguladoras induzidas (iTreg), sendo o intestino um sitio privilegiado para a indugdo
dessas células. A presenca da molécula neuropilina 1 na superficie das nTreg é capaz de

diferencid-las das iTregs (Weiss et al., 2012).

Outra importante populac¢do de células reguladoras sdo células TCD4" que expressam
em sua superficie LAP (latency associated peptide). O LAP é um peptideo que estd associado
de forma nao covalente a0 dominio amino-terminal do TGF-f1, formando um complexo de
TGF-$1 latente (Howard L Weiner & Wu, 2011). Essas células T foram identificadas como
células supressoras em estudos de modelos murinos de inflamacdo intestinal e denominadas
Th3. O mecanismo supressor pelo qual essas células inibem a reatividade inflamatdria de
outros linfécitos T efetores ocorre através da liberagao de TGF-f1. Essa citocina estd presente
em abundincia no intestino, € capaz de promover, em linfécitos B, a troca de isotipo de
imunoglobulinas para IgA e é fundamental na homeostase do intestino e de todo o corpo ja
que camundongos geneticamente deficientes em TGF-B1 apresentam eventos inflamatérios
multifocais e morrem com 20 dias de idade (Shull et al., 1992). A producdo aumentada de

TGF-1 foi detectada em diversos estudos sobre tolerancia oral, o que demonstra a sua grande
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importancia no desenvolvimento deste fendmeno (A. M. C. Faria et al., 2003; H L Weiner,

2001).

1.2.Células Apresentadoras de Antigenos na Mucosa Intestinal

As células apresentadoras de antigenos tém um papel central na conversao de células
TCD4" em células reguladoras. Macréfagos residentes do intestino e células dendriticas (DCs)
sdo fundamentais ao processo de manutencdo do equilibrio das respostas pro- e anti-

inflamatérias. (Kelsall, 2008).

As DCs, sdo células apresentadoras profissionais que direcionam a diferenciacdo de
células CD4" efetoras, incluindo Thl, Th2, Th17, T reguladoras e células T CD8" (Coombes
& Powrie, 2009). Varias populagdes de células dendriticas ja foram descritas, € seu papel e
fendtipo esta intimamente relacionado ao microambiente. O sistema imune de mucosa possui
um ambiente tnico, como j4 foi descrito anteriormente, o que favorece um perfil de células
dendriticas CD103" capazes de produzir citocinas como IL-10 e TGF-, dcido retindico e
expressar moléculas tolerogénicas como CTLA-4 e PDL-1 (Kelsall, 2008). A captagdao de
antigenos pelas células dendriticas CD103" na lamina prépria do intestino delgado leva ao
desencadeamento de uma resposta anti-inflamatéria. Essas DCs migram para os linfonodo
mesentéricos de uma maneira CCR7 dependente onde sdo capazes de direcionar a conversao
de células TCD4" em células T reguladoras CD4"CD25"Foxp3* induzidas (iTregs) (Worbs,
2006). Além disso, elas podem induzir, em linfécitos T, a expressdo de moléculas CCR9 e

04p7 que facilitam a sua migrag¢ao para a mucosa intestinal (Coombes & Maloy, 2007).

As DCs participam na diferenciacdo de células B produtoras de IgA (BIgA™*). Como
classicamente as DCs sdo migratorias, essas c€lulas também migram para dreas ricas em

células T dos linfonodos mesentéricos apds ativacdo via receptores da imunidade inata

(Kelsall, 2008).

Os macrofagos intestinais sdo células alta capacidade fagocitica e que possuem baixa
capacidade migratdria. Assim como as células dendriticas, os macréfagos residentes da
mucosa intestinal tém caracteristicas singulares tipicas do tecido em que residem e, dessa

forma, ndo podem ser classificados dentro do atual paradigma M1/M2 (A. M. Mowat & Bain,
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2011). O intestino delgado abriga a maior populacdo de macréfagos de todo o corpo,
superando em numeros expressivos a populacdo de células dendriticas nesse orgao. (B. Y. S.

Lee, Starkey, & Gordon, 1985).

Os macroéfagos residentes da mucosa intestinal t€tm como fun¢do a manutengdo da
integridade do epitélio através da secrecdo de PGE2 (prostaglandina E2), entre outros
mediadores que estimulam a renovacao das células epiteliais (Calum C. Bain & Mowat, 2011)
e a fagocitose de microrganismos que ganham a mucosa intestinal sem contudo, desencadear
uma resposta inflamatoria (Smythies et al., 2005). Desta forma, os macréfagos residentes do
intestino, apesar de expressarem TLRs, permanecem em um estado em que sdao pouco
responsivos a ativacdo inflamatdria via esses receptores. Primordialmente, os macréfagos
residentes expressam CX3CRI1 e secretam citocinas anti-inflamatérias como IL-10 (Takada et
al., 2010) que, na presenca de TGF-f3, contribuem para a manutengdo do seu estado ndo

inflamatoério. (Denning, Wang, Patel, Williams, & Pulendran, 2007; Smith et al., 2011).

A IL-10 secretada por macréfagos intestinais contribui com a formagdo do ambiente
tolerogénico necessdrio para a manutencdo das células da mucosa, em destaque as células T
reguladoras. Foi demostrado que a IL-10 produzida por macréfagos residentes é necessdria
para a diferenciacdo e manuten¢do das células Treg. Camundongos deficientes em CX3CR1
tém reduzida populacdo de macréfagos e células reguladoras no intestino, sendo que a
tolerdncia oral ndo pode ser induzida nesses animais (Hadis et al., 2011). A origem e
manutengdo dessas cé€lulas no intestino ainda levanta intensos debates na literatura. A
populacdo de mondcitos do sangue € heterogénea e, segundo o paradigma corrente, uma
populacio de mondcitos Ly6C"" circulantes daria origem aos macréfagos residentes e outra
populacio Ly6C"™ aos macréfagos inflamatérios (Geissmann, Jung, & Littman, 2003).
Segundo Mowat, monécitos Ly6C"™ migram para o intestino de uma maneira dependente de
CCR2 e podem dar origem a macrdéfagos residentes ou inflamatérios de acordo com as
condi¢cdes do microambiente intestinal (A. M. Mowat & Bain, 2011). A populacdo de
macréfagos intestinais muda consideravelmente frente a uma perturbacdo na homeostase.
Alteragdes no microambiente levam a acumulagdo de monécitos Ly6C" que se diferenciam
em macrofagos com caracteristicas pré inflamatorias. Os macréfagos inflamatérios no
intestino desempenham um importante papel na infamacao do intestino através da secrecao de
citocinas como IL-6, IL-12, IL-23 e IL-1p (C C Bain et al., 2013; Calum C. Bain & Mowat,
2014a).
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A células apresentadoras de antigenos (APCs) da mucosa intestinal mantém o
ambiente tolerogé€nico necessdrio para a manutencdo da homeostase local. Como descrito,
essas células estdo intimamente relacionadas com a geragdo e manutencdo de células T com
perfil regulador no intestino e alteracdes nas subpopulacdes de APCs levam a um
desequilibrio de mediadores pro e anti-inflamatérios e ao surgimento de doencas
inflamatdrias locais com repercussdes em outros sitios do corpo que tenham conexdo direta
com o intestino (Bouma & Strober, 2003). A estreita ligagcdo entre o pancreas € o intestino ja
foi demostrada (Turley, Lee, Dutton-Swain, Mathis, & Benoist, 2005), sendo assim, torna-se
indispensadvel avaliar alteracdes na mucosa intestinal que possam estar relacionadas ao

desenvolvimento da diabetes autoimune.

2. Diabetes autoimune

2.1.Patogénese e componentes genéticos

A diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma doenca autoimune crOnica que acomete
individuos geneticamente suscetiveis. Representa de 5% a 10% dos casos de diabetes mellitus.

Trata-se de uma das doencgas cronicas mais comuns na infancia (Gale, 2005).

Em individuos diabéticos € desencadeada uma resposta inflamatdria conta antigenos
do pancreas. Estes antigenos sdo transportados por células dendriticas para o linfonodo
pancreatico onde irdo ativar células T CD4" especificas, que migram para as ilhotas de
Langherans e iniciam uma resposta inflamatdria dando origem a insulite (Yadav et al., 2004).
Os mecanismos de destrui¢ao das células [ pancredticas envolvem a ac¢ao de citocinas pro-
inflamatdrias, liberacdo de radicais livres, agdo de granzima e perforina e a inducido de
apoptose via Fas/Fas-L. (Mathis, Vence, & Benoist, 2001; Rabinovitch & Suarez-Pinzon,
1998). Ja foi demonstrada a grande importancia da resposta de células T CD8" e T CD4" na
patogénese da DM1, sendo que a infamagao nas ilhotas é mediada principalmente por células
Thl e Thl7. As células do tipo Thl secretam citocinas como IFN-y e IL-2, que sdo
mediadores chave da autoreatividade as células [} pancredticas. Inicialmente foi demonstrado

que a transferéncia de células Thl para camundongos NOD neonatos (modelo murino de
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estudo da doenga que serd detalhado mais adiante) era suficiente para desencadear a diabetes
(Katz, Benoist, & Mathis, 1995). Além disso, camundongos que ndo expressam o receptor de
IFN-y falham em desenvolver a diabetes (Wang et al., 1997). A identificacdo das células
Th17 proporcionou avancos no entendimento da patogénese da DMI, porém o completo
esclarecimento de seu papel na doenga apenas comeca a ser desvendado (Haskins & Cooke,
2011; Shao et al., 2012). Ja foi demostrado que a frequéncia de células Th17 estd aumentada
em pacientes com diabetes tipo 1 (Honkanen et al., 2010). A importancia dessas células na
doenca foi confirmada por estudos que mostram que o bloqueio da acdo da IL-17 em
camundongos NOD leva a redugdo do escore clinico da doenga (Emamaullee, Davis, Merani,
& Toso, 2009). Uma possivel hipotese para explicar o papel das células Th17 € o ambiente
favordvel a conversdo de Thl7, como por exemplo, a alta secre¢do de IL-6 e IL-18 por
mondcitos, € a0 mesmo tempo uma incapacidade de acdo células Treg em individuos

suscetiveis (Shao et al., 2012).

A participagdo das células Treg na patogenia do diabetes tipo 1 é notavel, sendo que a
progressao da diabetes € controlada por células CD4* CD25* Foxp3* (Bluestone & Tang, 2005;
Shao et al., 2012). Porém, alguns autores sugerem que o seu efeito ndo estaria relacionado a
alteracOes na frequéncia dessas células, mas sim a defici€ncias na sua capacidade funcional de
supressao (D’Alise et al., 2008). Alguns autores sugerem um defeito, nos individuos
diabéticos, na producdo ou acdo de IL-2, citocina fundamental para a sobrevivéncia e
proliferacdo das células Treg CD4"CD25"Foxp3™ (Setoguchi, Hori, Takahashi, & Sakaguchi,
2005; Sgouroudis, Kornete, & Piccirillo, 2011).

Ja foram identificados polimorfismos em diferentes regides do genoma que sdo
associados a predisposi¢ado a diabetes. Os loci relacionados ao diabetes mellitus tipo 1 (DM1)
sdo denominados pelo mesmo nome da doenga, IDDM, do inglés insulin dependente diabetes
mellitus. Véarios IDDM foram identificados no genoma humano. O IDDM I contém os genes
do HLA, o HLA DR3-DQ2 e DR4-DQ8 sdo os tipos mais frequentes de MHC envolvidos na
predisposicdo ao diabetes em humanos. Esses alelos sdo responsdveis por 50% da
predisposicdo genética a DM1. Esses mesmos alelos sdo relacionados a outras desordens
autoimunes como, por exemplo, a doenga celiaca. (Kantarovd & Buc, 2007). Regides de
IDDM incluem também genes associados a imunorregulacdo como AIRE, IL-2R, CTLA-4,
PD-1. A agao efetora do células T e B inflamatdrias juntamente com defeitos no mecanismo

de imunorregulacdo leva a uma continua destrui¢do das ilhotas e a reducdo significativa da
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massa de células § (entre 70 a 90%), o que resulta na perda progressiva da capacidade de
produzir e secretar insulina e leva, a longo prazo, a um estado de deficiéncia absoluta desse

hormonio (Tooley, Waldron-Lynch, & Herold, 2012).

Apesar do forte peso do fator genético, como toda doenga autoimune, o DM1 também
¢ muito influenciada por fatores ambientais, alimentares e pela microbiota. A regido
geografica, forma de nascimento, dieta, infecdes e uso de antibidticos tem sido associados ao

desenvolvimento da DM1 (Wen et al., 2008).

Diante da variedade de fatores orquestrando o desenvolvimento do diabetes, é
necessaria uma andlise ampla e minuciosa dos mecanismos envolvidos no estabelecimento da

doenca com o objetivo de propor novas estratégias que possam controlar o curso da doenca.

2.2.Modelos animais: NOD, um modelo valioso de diabetes autoimune

Os modelos animais s3o de fundamental importancia no auxilio do entendimento da
patogénese e etiologia do DM1. Existem muitos modelos animais de diabetes tipo 1 que sdo
divididos em modelos quimicos e espontaneos. Em cada modelo, a maneira como animal
desenvolve a doenga pode variar, sendo que a escolha do modelo se dd4 em funcio do objetivo

de estudo.

Foram descritos modelos quimicos que utilizam a administragdo de estreptozotocina
(STZ) ou aloxano, substincias toxicas para as células [ pancredticas, em animais
experimentais. Ambos podem induzir a hiperglicemia com baixas doses de administracdo.
Seu uso leva a efeitos especificos pois essas drogas sdo transportadas para as células 3
pancreaticas a partir do transportador de glicose GLUT2. Ha outros modelos de animais com
predisposicao genética que desenvolvem espontaneamente a doenca (King & Bowe, 2015).
Dois modelos animais sdo amplamente utilizados em estudos do DM1, o rato BB do inglés
Bio-breeding, um rato que desenvolve espontaneamente o diabetes e o camundongo NOD
(non obese diabetic). Ambos os modelos apresentam muita similaridade com o DM1 em
humanos, porém, como a diabetes é claramente uma doenca mediada por células T, os
camundongos NOD apresentam grande vantagem sobre os ratos BB que s@o linfopénicos.

(Pearson, Wong, & Wen, 2015).
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O camundongo NOD (non obese diabetic) ¢ um modelo espontianeo de diabetes tipo 1.
Trata-se de uma linhagem isogénica de camundongos que foi desenvolvida por Makino e
colaboradores em 1980 no Japao. A selecdo de caracteres em uma linhagem ndo isogénica
com propensdo ao desenvolvimento de catarata, Jcl:ICR, a partir de cruzamentos sucessivos
entre irmaos, levou a criagdo de uma nova linhagem de camundongos com predisposi¢cao ao
desenvolvimento espontaneo de diabetes. O camundongo NOD € um excelente modelo de
doenca autoimune e uma importante ferramenta para se entender e explorar os mecanismos de

tolerancia (Anderson & Bluestone, 2005).

A incidéncia da doenca nesses animais varia com o sexo, sendo maior a frequéncia em
fémeas (60% a 80%) do que em machos (20% a 30%). A incidéncia também ¢ muiot
influenciada pela acdo de fatores ambientais. Camundongos mantidos em condig¢des livres de
patégenos especificos (specific pathogen free, SPF) t€m maior propensdo a desenvolver DM 1

(Jean Francois Bach, 2002).

Assim como em humanos, o mais importante fator genético associado a doenga é o
MHC sendo que camundongos NOD expressam a molécula de MHC-II I-A¥’, gene ort6logo
ao HLA-DQ em humanos (Kanagawa, Martin, Vaupel, Carrasco-Marin, & Unanue, 1998). Os
demais genes associados ao diabetes estdo espalhado pelo genoma e, em camundongos, sdo

chamados idd (insulin dependent diabetes) (Pearson et al., 2015).

Estudos histopatologicos demostram que € possivel observar células dendriticas e
macré6fagos na periferia das ilhotas 3 pancredticas de camundongos NOD de 3 a 4 semanas de
idade (Jansen et al., 1994). Esse infiltrado periférico precede o infiltrado de linfécitos que €
observado por volta da oitava ou décima semana e € necessario para o desenvolvimento da
doenca. Quando macréfagos e células dendriticas sdo depletados, camundongos NOD ndo
apresentam infiltrado inflamatdrio no pancreas e ndo desenvolvem a doenca (Nikolic,
Geutskens, van Rooijen, Drexhage, & Leenen, 2005). Similarmente, essas células também sdao
identificadas em infiltrados pancredticos de humanos diabéticos (Willcox, Richardson, Bone,

Foulis, & Morgan, 2009).

As células T autorreativas no camundongo NOD sdo especificas para antigenos

presentes nas ilhotas [ pancredticas, incluindo epitopos da insulina, glicose-6-fosfatase,
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glutamato descarboxilase (GADG65) e proteina transportadora de zinco (ZNTS). Similarmente
esses sao antigenos alvo encontrados em humanos com diabetes (Pearson et al., 2015). Varios
estudos levantam hipdteses para a causa da autoreativide tipica do diabetes. Alguns mostram
defeitos na selecdo negativa que podem estar relacionados a uma ligacdo ineficiente de
peptideos préprios ao MHC no timo (Kishimoto & Sprent, 2001), alguns identificaram
alteracoes morfoldgicas no timo (Dardenne, 1993), outros ainda propdem que a expressao
alterada do gene da AIRE esta envolvida e que a formacdo de células T autoreativas no timo

ocorre de uma maneira dependente da idade (He et al., 2013).

Devido ao imenso valor dessa linhagem como modelo experimental, o camundongo
NOD ¢ utilizado amplamente como ferramenta de estudo do DM1. Muitos estudos utilizam,
como controle, linhagens isogénicas ndo relacionadas ao NOD, mas resistentes ao
desenvolvimento do diabetes, tais como camundongos da linhagem BALB/c e C57BL/6. Com
o objetivo de minimizar a heterogeneidade genética em estudos comparativos, foi
desenvolvida a linhagem NOR (NOR/LtJ — non obese resistant) como controle mais

apropriado. (Prochazka, Serreze, Frankel, & Leiter, 1992).

Camundongos NOR sdo uma linhagem congénica recombinante em que regides
limitadas do genoma de camundongos NOD/LtJ foram substituidas por por¢des do genoma de
camundongos C57BLKS/J. Apesar de compartilhar a maior parte do genoma com o NOD,
incluindo o haplétipo de MHC-II 1-A®’ e muitos outros loci idd, os camundongos NOR sdo
resistentes a insulite e ndo desenvolvem diabetes. Nesses camundongos, os alelos de
resisténcia recebidos da linhagem C57BLKS estdo localizados nos cromossomos 1, 2 e 4

favorecendo o estado de resisténcia a autoimunidade (Serreze et al., 1994).

2.3. A arte circunstancial: A Diabetes e o Intestino

O desenvolvimento do pancreas ocorre a partir da endoderma do intestino, o que
demonstra uma estreita relacio entre esses dois 6rgdos. Estudos recentes demonstram que o
intestino e o tecido linfoide associado a ele podem ser fortes reguladores da progressao da
insulite. O papel das células do sistema imune associadas ao intestino na patogénese do DM1
tem se tornado cada vez mais claro por estudos pioneiros mostrando que a dieta e a
microbiota estdo diretamente relacionados ao desenvolvimento da diabetes autoimune (O.

Vaarala, Atkinson, & Neu, 2008). Foi demonstrado que o linfonodo pancreético (PLN) drena
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antigenos proprios do pancreas, mas também drena antigenos externos do trato
gastrointestinal e da cavidade peritoneal. Além disso, perturbagdes na fisiologia do intestino
parecem ter um impacto direto na ativacao de células T reativas as células 3 pancredticas.
(Turley et al., 2005). A organizacdo do tecido linfoide associado a mucosa intestinal bem
como a integridade da barreira de células epiteliais sdo essenciais para a composi¢ao do
microambiente necessdrio para a manutencdo da homeostase do organismo. A perda ou
alteracdo de algum desses componentes pode levar ao estado de doenga, como demostra um
estudo realizado em ratos com DMI1 (biobreeding rats) que apresentam aumento da
permeabilidade intestinal em associacdo com o desenvolvimento do DM1 (Neu et al., 2005).
Em camundongos NOD, o aumento da permeabilidade intestinal também foi associado ao
desenvolvimento do diabetes. No modelo estudado, a infec¢do com uma bactéria que causa
quebra da barreira epitelial, Citrobacter rodentium, acelera o desenvolvimento do diabetes. (
a. S. Lee et al., 2010). Estudos em animais e em humanos relatam ainda que a manipulagdo
de componentes da dieta pode acelerar ou impedir o desenvolvimento do DM1 (Knip et al.,
2010; Visser et al., 2010). Além disso, a exposi¢do a antigenos alimentares constituintes do
trigo podem desencadear autoimunidade a células 3 em criangas com predisposi¢ao genética

(Norris, 2003).

A microbiota intestinal é composta de uma grande diversidade de microrganismos que
constantemente estimula e modifica o sistema imune do hospedeiro. Existe uma rede
complexa de interacdes entre esses dois componentes, de forma que as modificagdes ocorrem
em uma via de mao dupla. Evidéncias recentes sugerem que as bactérias do intestino
desempenham um papel primordial no desenvolvimento do diabetes em modelos animais e
em humanos (Atkinson & Chervonsky, 2012). Em camundongos NOD, a incidéncia da
doenca aumenta a medida que os animais sdo mantidos em condi¢cdes de maior controle
sanitdrio e da microbiota (Bach, 2002). Uma resposta anormal de células T contra a propria
microbiota foi demonstrada em camundongos NOD, o que sugere que ndo apenas alteragcdes
na composi¢cao microbiana, mas também falhas em tolerar as bactérias comensais podem estar

envolvidas na patogénese da doenca (Alam et al., 2010; He et al., 2013).

As evidéncias de que a diabetes autoimune pode ser influenciada por componentes do
intestino fundamenta este trabalho. Os competentes intestinais e células do sistema imune
associados a mucosa ainda sdo pouco estudados nesse contexto, porém o entendimento do

papel dessas interagcdes entre a mucosa intestinal € o pancreas pode levar a novas estratégias
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terapéuticas para o diabetes tipo 1.

Material e Métodos
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3. Material e Métodos

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos NOD (non-obese diabetic), f€meas, obtidos do
CEDEME (Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia)
da UNIFESP sendo sua origem o Jackson Laboratory nos Estados Unidos. E camundongos
NOR (non obese resistant) f€meas obtidos diretamente do Jackson Laboratory. As Colonias
desses animais foram geradas e mantidas no Biotério do Laboratério de Imunobiologia do
ICB, UFMG, sob ciclo de luz de 12 horas, alimentados com rag¢do padrdo para camundongos

e dgua ad libitum.

Para que os camundongos NOD desenvolvessem a diabetes autoimune
espontaneamente € em alta taxa, estes foram mantidos em condi¢des de extrema limpeza e
cuidado (microisoladores, dgua e racdo esterilizados e dispostos em estantes ventiladas com
filtracdo de ar). Essa condicdo € essencial para a suscetibilidade a doenga, como bem relatado

pela literatura (Anderson & Bluestone, 2005).

3.2. Avaliacao da incidéncia de diabetes autoimune

Os niveis glicémicos foram monitorados semanalmente através da coleta de uma
minima amostra do sangue periférico obtido da cauda para dosagem em fitas apropriadas para
glicosimetro automatico (Accu-Check Active — Roche). Foram considerados diabéticos os

animais que apresentaram duas medidas seguidas de glicose superiores a 250mg/dl.

3.3. Obtencao das amostras

Os animais foram anestesiados utilizando 100ul de solu¢do de Cloridrato de Ketamina

(1,7 mg/Kg) e Xilazina (0,33mg/Kg). Em seguida foi coletado, sangue, linfonodos

mesentéricos € pancreaticos, pancreas, placas de Peyer, intestinos.
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3.4.Coleta do lavado intestinal

O conteudo do intestino delgado foi coletado logo apds a retirada do mesmo para a
dosagem de IgA secretdria (sIgA). Uma perfusdo de 10ml de salina tamponada (PBS) 1x
gelada utilizando seringa e agulha por uma das extremidades do intestino foi realizada e o
lavado intestinal foi coletado em tubos Falcon de 15ml pela outra extremidade. Apds a coleta,
o conteido foi centrifugado a 4 °C, na velocidade de 1200 RPM por 20 minutos. O

sobrenadante foi coletado e utilizado no mesmo dia para a dosagem de sIgA.

3.5.Avaliacao histolégica

Amostras do intestino delgado e pancreas de camundongos foram colhidas ao final de
cada tempo experimental e armazenadas em formalina tamponada a 10%. Apds, o material foi
desidratado em solucdes crescentes de alcoois, clarificado em xilol e incluido em parafina.
Foram obtidos cortes de 5 pwm para posterior coloracdo. A coloracdo de Hematoxilina e
Eosina (HE) foi utilizada para a avalia¢@o do infiltrado inflamatério nas células 3 pancredticas
no pancreas e avaliacdo de linfdcitos intraepteliais, tamanho das vilosidades e presenca ou

auséncia de infiltrado inflamatdrio no intestino delgado.

A técnica de acido periddico + reativo de Schiff (PAS) (do inglés Periodic acid-

Schiff)), foi utilizada para a andlise de células caliciformes no intestino delgado.

Foram obtidas imagens das laminas histologicas a partir do microscopio Olympus

BX41 (Olympus, Center Valley, PA, USA).

3.5.1. Avaliacao histopatoldogica do pancreas

Todas as ilhotas de cada animal foram contadas e avaliadas quanto a progressdao da
insulite. Foi atribuido um nimero de 0 a 3 para ilhotas sem insulite, com peri-insulite ou
insulite invasiva com <50% de acometimento e >50% de acometimento respectivamente. A
avaliacdo foi feita de acordo com a frequéncia de ilhotas com diferentes estdgios de

acometimento em cada animal.
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3.5.2. Avaliacao histopatolégica do intestino delgado

* Altura das vilosidades:
Apenas vilosidades com conjuntivo visivel e epitélio definido, foram medidas. Foram
selecionadas 5 vilosidades por sec¢ao histologica em 4 seccdes diferentes, 20 vilosidades por

animal, utilizando-se imagens capturadas com a objetiva de 10X.

* Contagem de linfécitos intraepteliais (IEL):

Foram capturadas imagens de laminas histolégicas coradas com H&E no aumento de
200X em microscopio 6ptico. Os IEL foram identificados pela sua localizagdo caracteristica:
basal em relacdo aos nucleos dos enterdcitos e por apresentarem pequeno halo claro de
citoplasma ao redor de seu denso nucleo esférico e regular. Para cada animal, foram contados
500 enterdcitos, segundo a descricdo de Ferguson e Murray (1971). O nimero final de IEL foi

expresso em relacdo a 100 células epiteliais.

* Contagem de células caliciformes:

O epitélio intestinal foi examinado em laminas histolégicas coradas com PAS em
aumento de 100X em microscopio 6ptico. As células caliciformes foram identificadas pela
sua coloracdo em tom de rosa escuro. Foi considerado 5 cm de superficie do vilio em cada
animal As células caliciformes foram quantificadas neste intervalo. O resultado foi expresso

em quantidade média de células caliciformes por centimetro de superficie do vilo.

* Determinacao do tamanho da célula caliciforme:
O tamanho da célula caliciforme representa a drea produtora de muco de cada célula
identificada, a medicao foi feita com o auxilio do software ImageJ. Foram consideradas duas
sessOes fotografadas no aumento de 100X de laminas histolégicas coradas com PAS para cada

animal.

A imagem foi binarizada para posterior quantificacdo dos pixels e tamanho médio de

cada célula.
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Figura 2: Representagdo do esquema de binarizagdo da imagem utilizado para andlise da
producdo de muco.

Processamento e célculos realizados com o auxilio do software ImagelJ.

3.6.Tratamento para inducao de Tolerancia Oral

Camundongos NOD fémeas de 6 semanas de idade receberam tratamento oral com
solu¢do contendo 4 mg/ml de ovalbumina (OVA, grau 3, Sigma) (Grupo OVA oral) por
ingestdo voluntdria por 24 horas. Como o consumo médio de liquido dos camundongos no
nosso biotério é de 5 ml/dia (da Silva Menezes et al., 2003; A. de Faria et al., 1998; Oliveira,
Santiago, Ficker, Gomes-Santos, & Faria, 2015) a dose final de OVA consumida por via oral
ao final do dia € de 20 mg. O grupo controle recebeu apenas agua. Sete dias depois, os
animais foram imunizados com uma inje¢ao i.p. de 0,2 ml de solu¢@o salina contendo 10ug de
OVA e 1mg de hidréxido de aluminio [AI(OH),]. Quatorze dias apds a primeira imunizagao,
os camundongos receberam a mesma dose de OVA soluvel em salina, via intraperitoneal. Sete

dias depois, o soro foi coletado para testes..
3.7 Ensaios imunoenzimaticos (ELISA) para medida de imunoglobulinas

A determinagdo dos titulos de anticorpos séricos IgG1 anti-OVA, e IgA no lavado
intestinal bem como a quantifica¢do de citocinas no tecido intestinal foram determinados por

ELISA, do inglés Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay.

. Medida de IgG1 anti-OVA

Placas de poliestireno (Sarstedt) foram sensibilizadas com 2 pg de ovalbumina por
poco em tampao carbonato pH 9,6 e mantidas overnight a 4°C. No dia posterior, as placas

foram bloqueadas com PBS contendo 0,25% de caseina por uma hora a temperatura
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ambiente (200 ul/pogo). O soro foi diluido a partir de 1:200. Foram feitas diluicdes seriadas
(1:2) e utilizado soro de animal ndo imunizado como controle negativo da reacdo. As placas
foram incubadas a 37°C por 1 hora e, entdo, lavadas com salina-tween e expostas a solu¢do
contendo anticorpos anti-IgG1 de camundongos ligados a peroxidase (goat anti-mouse 1gG1-
HRP, Southern Bioetch). Apds uma hora de incubacdo a 37°C, finalmente, a revelacdo do
complexo anticorpo-anticorpo-conjugado foi feita através da incubacdo com 4mg de o-
orthophenylenediamine dihydreochloride (OPD) (Sigma), 2 uL. de H,O, diluidos em 10
mL de tampao citrato 100 ul/pogo, A reacdo foi paralisada pela adi¢do de 20 uL/poco de
H,SO, 2N. A leitura foi realizada em leitor de ELISA automatico (Bio-Rad Model 450

Microplate Reader), em comprimento de onda de 492 nm

O resultado de cada animal foi calculado utilizado o método do somatério das
absorbancias em 8 dilui¢cdes do soro (entre 1:100 e 1:12,800). Este método representa mais
precisamente os titulos de anti-corpos séricos como foi previamente descrito em (Carvalho &

Vaz, 1996; Oliveira et al., 2015).

* Medida de IgA secretoria
As placas de poliestireno (Sarstedt) foram sensibilizadas com 100u1/poco de solucio
contendo anticorpo de cabra anti-imunoglobulinas totais de camundongos 1 mg mL-1
(Southern Biotechnology) e diluidos (1:2000) em tampao carbonato pH 9,6 e mantidas
overnight a 4°C. No dia posterior as placas foram bloqueadas com PBS-caseina PBS-0,25%

caseina por uma hora a temperatura ambiente (200 p1/poco).

O sobrenadante do muco foi diluido 1:80. Em seguida, foram feitas dilui¢des seriadas
(1:2) As placas foram incubadas durante uma hora a temperatura ambiente. Na sequéncia, as
placas foram lavadas, cinco vezes com salina-tween. Anticorpos anti-IgA de camundongo
conjugados com biotina 0,5mg/mL (Southern Biotechnology) e diluidos (1:10000) em PBS-
0,25% caseina foram adicionados aos pocos (100 uL/poco). As placas foram nOV Amente
incubadas por uma hora a 37 °C. A seguir, foram lavadas e adicionou-se uma solugdo de
estreptavidina ligada a peroxidase (Sigma) em um dilui¢do 1:10000 (100 ul/pogo) em PBS-
0,25% caseina durante uma hora a temperatura ambiente. Finalmente, a revelacdo do
complexo anticorpo-anticorpo-conjugado foi feita através da incubacdo com 4mg de o-

orthophenylenediamine dihydreochloride (OPD) (Sigma), 2uL. de H,0O, diluidos em 10 mL
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de tampao citrato 100 ul/poco, A reagdo foi paralisada pela adicdo de 20 uL/poco de H,SO,
2N. A leitura foi realizada em leitor de ELISA automaético (Bio-Rad Model 450 Microplate

Reader), em comprimento de onda de 492 nm.

Essa reacdo de ELISA acima descrita teve como controle positivo (padrio),
anticorpos purificados IgA (10 mg mL-1) de camundongo (Southern Biotechnology) em uma
diluicdo 1:10 em PBS-0,25% caseina. PBS-0,25% caseina foi utilizado como controle

negativo.

* Determinacdo da producio de citocinas

As placas (Nunc-Immuno Plates MaxiSorp) foram incubadas com solucdo de
anticorpo monoclonal anti-IL10 murino diluido em tampdo carbonato pH 9,6 e mantidas
overnight a 4°C. No dia posterior as placas foram bloqueadas com PBS-0,25% caseina por
uma hora a temperatura ambiente (200 pl/poco). Em seguida, os sobrenadantes dos extratos
de intestino foram adicionados as placas e as mesmas foram incubadas overnight a 4°C. Apds
esse periodo, as placas foram lavadas nOVAmente com salina com 0,05% de Tween-20 e
posteriormente foi adicionado o anticorpo monoclonal conjugado com biotina especifico para
a citocina em questdo. Apos 2 horas de incubagdo, as placas foram nOVAmente lavadas e
incubadas com estreptavidina conjugada com peroxidase (Sigma) diluida 1:15000 vezes em
PBS contendo 0,5% caseina durante uma hora a 37 C. Finalmente, a revelagdo do complexo
anticorpo-anticorpo-conjugado foi feita através da incubacdo com 4mg de o-
orthophenylenediamine dihydreochloride (OPD) (Sigma), 2uLL de H,O, diluidos em 10
mL de tampdo citrato 100 ul/pogo, A reacdo foi paralisada pela adi¢ao de 20 uL/poco de
H,SO,2N.

A leitura foi realizada em leitor de ELISA automditico (Bio-Rad Model 450

Microplate Reader), em comprimento de onda de 492 nm.

3.8.0btencao de suspensoes celulares dos 6rgaos linfoides

Foi utilizado meio RPMI 1640 (Life Technologies) enriquecido com 2nM de L-

glutamina, 50mM de 2-mercaptoetanol, 100 U/mL de penicilina, ImM de piruvato de sédio,
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0,1 mM de aminodcidos ndo-essenciais, 25 mM de HEPES e 10% de soro fetal bovino (SFB)

inativado.

As suspensdes de células das placas de Peyer, linfonodos mesentéricos e pancreéticos
foram preparados a partir da maceracdo sobre filtros de nylon (cell strainer BD). Apds
centrifugacdo as células foram ressuspendidas em meio RPMI e contadas em camara de
Neubauer utilizando-se o corante eritrocina. Para os experimentos em que foram avaliadas
células apresentadoras de antigenos, anteriormente a maceracdo, os tecidos foram digeridos
durante 1h a 37°C com meio IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's Medium, Life
Technologies) contendo 0.17 mg/ml de Liberase TL (Roche) e 30pg/ml de DNAse I (Roche).

3.9.0btencio de células da lamina proépria intestinal

O intestino delgado foi disposto em placas de Petri contendo HBSS gelado para
posterior processamento. As placas de Peyer foram removidas do intestino e apds delicada e
minuciosa remog¢dao de muco, fezes e tecido gorduroso aderido aos intestinos, os mesmos
foram abertos longitudinalmente e fracionados em por¢des de cerca de 2cm. Depois de 3
lavagens com agitacdo manual e filtracdo do tecido em rede de metal, os tecidos foram
incubados durante 15 minutos a 37 em HBSS contendo 0.15mg/ml de DTT (Dithiothreitol,
Sigma) para desestruturacdo da camada epitelial. Posteriormente os tecidos foram agitados
manualmente para remoc¢ao das células epiteliais e filtrados novamente. O tecido restante foi
entdo incubado por 1h a 37°C em meio IMDM (Life Technologies) contendo 10% de SFB,
0.17 mg/ml de Liberase TL (Roche) e 30ug/ml de DNAse I (Roche) para desagregar a matrix
extracelular e permitir extracdo dos leucdcitos. Apds este periodo as células foram
centrifugadas, lavadas e filtradas por duas vezes em filtros de nylon (cell strainer, BD) de
70um e 40um. A concentragdo celular foi determinada e as células isoladas foram utilizadas

para os ensaios subsequentes.

3.10. Citometria de Fluxo

3.10.1. Imunofenotipagem

Depois de isoladas dos 6rgdos linfoides, as células foram incubadas em tubos de

poliestireno por 10min com anticorpo Fc-block (BD Pharmingen) e entdo por mais 20
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minutos a 4°C com anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos reativos para
moléculas de superficie. Para a marcacdo intracelular do fator de transcricdo Foxp3, apds essa
primeira etapa, foi utilizado kit de fixacdo/permeabilizacdo comercial (e-Bioscience) e em
seguida as amostras foram incubadas por mais trinta minutos com anticorpos anti-foxp3 de
camundongo. Apés as lavagens com PBS-BSA (albumina sérica bovina 0.5%), as amostras
foram fixadas com paraformaldeido 3% durante 30 minutos, lavadas e armazenadas em PBS-
BSA a 4°C para leitura no citobmetro. A aquisi¢cao das amostras foi realizada no citdmetro de
leitura de seis parametros FACScalibur, acoplado a um computador com o software Cell
Quest ou em FACScanto, acoplados a um computador com o software Diva. A partir de um
grafico que permite identificar o tamanho e a granulosidade das células pelo padrao de
dispersdao do laser apds a passagem das mesmas (Forward Scatter x Side Scatter), foram
delimitadas as populacdes de interesse e, a partir destas, foram gravados 50 mil eventos para
andlise de linfécitos e 300 mil eventos para APCs para determinacdo dos padrdes de
fluorescéncia de cada amostra. Andlises posteriores foram feitas utilizando o software FlowJo
para determinar as populacdes positivas e negativas para cada marcacdo além do nivel de
expressao das respectivas moléculas. A estratégia para determinagdo de cada populacdo de

interesse esta esquematizada nas Figuras 3 e 4.

3.10.2. Estratégias de determinacao das populacoes de interesse

As células extraidas das placas de Peyer foram avaliadas por citometria de fluxo.
Células B e T CD4" foram identificadas através da sele¢ao de células com tamanho (FSC-A) e
granulosidade (SSC-A) padrio (gate para linfocitos) e posterior separacdo de células CD19" e
CD4" (linfécitos B e T). Em seguida, foram selecionadas células CD5" (B1). Os dot plots da

figura 3 representam a estratégia de andlise.
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Figura 3: Imunofenotipagem de células TCD4 e B da placa de Peyer e linfonodo
mesentérico.

(A), As células foram extraidas das placas de Peyer e, devido a dificuldade de obtencdo de um
niimero grande de células do orgdo, avaliamos cada grupo em pool de células. Em seguida, foi feita
a avaliagdo por citometria de fluxo. Os linfocitos T e B foram identificadas através da selecdo de
células com tamanho (FSC-A) e granulosidade (SSC-A) padrdo (gate para linfocitos) e posterior
separacdo pela expressdo de CD4, CDI19 e CDS5. (B) As células foram extraidas dos linfonodos
mesentéricos. Em seguida, foi feita a avaliacdo por citometria de fluxo. Os linfocitos T foram
identificadas através da selecdo de células com tamanho (FSC-A) e granulosidade (SSC-A) padrédo
(gate para linfocitos) e posterior separacdo pela expressdo de CD4, CD44 e Foxp3 .Os dot plots

representam a estratégia de andlise das células das placas de Peyer e dos linfonodos mesentéricos.
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Figura 4: Imunofenotipagem de células apresentadoras de antigenos (APCs).

As células extraidas da ldmina propria do intestino delgado foram avaliadas por citometria de fluxo.
Foram selecionadas células CD45.1+ (leucdcitos totais), com tamanho (FSC-A) e granulosidade
(SSC-A) padrdo (gate para APCs) e ndo agregadas entre si (singlets). Em seguida, foram
selecionadas as APCs pela expressdo de MHC Il e CDI1b. Dessas células, as que possuiam
expressdo elevada de F4/80 (hi) e média ou baixa expressdo de CDIlc (med /low) foram
consideradas macrdfagos. As células restantes (CDIIchi) foram consideradas células dendriticas
(DCs). Os macrofagos foram separados pela expressdo de CDI11c em duas populacdes identificadas.

Os dot plots representam a estratégia de andlise utilizada.

3.10.3. Ensaio de fagocitose com esferas (beads)

As células da lamina propria do intestino marcadas com anticorpos anti CD45.1, F4/80
e MHC II de camundongo foram incubadas por 45 min a 37°C na presenca de microesferas
fluorescentes (Fluoresbrite Plain Yellow Gold 1-ym Microspheres). As células foram, entdo,
lavadas 5 vezes e armazenadas em PBS-BSA a 4°C para leitura no citobmetro. A estratégia de

andlise estd demonstrada na Figura 5.
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Figura 5: Andlise do ensaio de fagocitose.

MHC I

Beads

As células extraidas da ldmina propria do intestino delgado e incubadas com as esferas (beads) foram

avaliadas por citometria de fluxo. Primeiramente, foram selecionadas células expressando CD45.1

(leucdcitos totais), com tamanho (FSC-A) e granulosidade (SSC-A) padrdo (gate para APCs) e ndo

agregadas entre si (singlets). Em seguida, foram selecionados macrofagos pela expressdo de F4/80.

Dessas células, as que possuiam expressdo elevada de MHCII (hi) foram consideradas macrdfagos.

Em seguida, foi quantificada a populacdo de macrofagos positiva para as beads. Os dot plots

representam a estratégia de andlise utilizada.
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4. Resultados

4.1.Pancreas de camundongos NOD apresentam infiltrado inflamatério

progressivo durante o desenvolvimento da diabetes tipo 1.

Camundongos NOD desenvolvem diabetes espontaneamente. O estabelecimento da
doenca se d4 geralmente por volta de 12 a 14 semanas de idade em fémeas podendo surgir
também em idades mais avangadas. Estudos histologicos mostram que € possivel observar o
inicio do infiltrado inflamatério em camundongos com trés a quatro semanas de idade
(Anderson & Bluestone, 2005). Essa reacdo inicial é chamada de peri-insulite que consiste na
presencga de poucas células inflamatérias circundando a ilhota 3 pancredtica. O infiltrado pode
progredir e invadir as ilhotas nas semanas que se seguem tornando-se uma insulite invasiva.
Dessa forma, na décima semana de vida, grande parte dos camundongos NOD apresentam
alta porcentagem de ilhotas 3 com grave insulite. A partir de entdo, ocorre a destrui¢do das
células P e a queda da produgdo da insulina que pode ser constatada por altos niveis de glicose

no sangue.

Com o objetivo de avaliar a progressdo da doen¢a em nosso modelo, analisamos cortes
histologicos com coloracdo em H&E do pancreas de camundongos NOD e NOR com 3

diferentes idades: seis semanas, oito a 10 semanas e acima de 12 semanas (Figura 6).

A glicemia foi avaliada em todos os grupos e somente os camundongos NOD com
idade maior que 12 semanas apresentavam elevados indices glicémicos (>250mg/d) sendo

considerados diabéticos.

Conforme esperado, os camundongos NOD apresentam infiltrado inflamatério
progressivo com o avanco da idade, sendo possivel observar uma grande presenca de células
inflamatdrias apds a oitava semana e acometimento generalizado da ilhota apds a décima
segunda semana. Ja os camundongos NOR, que compartilham o mesmo fundo genético que
camundongos NOD, porém com genes de resisténcia ao diabetes, apresentam pouco ou

nenhum infiltrado em todos os tempos de vida (Figura 6).
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Figura 6: Infiltrado inflamatorio nas ilhotas f pancredticas de camundongos NOD.

(A) Fotos representativas de cortes histologicos do pancreas de camundongos NOD e NOR com 6
semanas, 8a 10 semanas e acima de 12 semanas de idade corados por hematoxilina e eosina (H&E) e
examinados no microscopio otico no aumento de 40x. (B) Foi avaliado o estdgio de progressdo da
insulite em cada ilhota 3 pancredtica de todos animais e atribuido valores de escore: sem insulite = 0,
Peri insulite = 1, insulite invasiva < 50% = 2, insulite invasiva > 50% = 3. O grdfico representa a
porcentagem de cada estdgio identificado (n= 4 animais por grupo).
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4.2.Camundongos NOD sao refratarios a inducao de tolerancia oral.

Em experimentos preliminares do nosso grupo, observamos que existe uma
dificuldade em se estabelecer a tolerancia oral em camundongos NOD fémeas (Oliveira,
2014). A tolerancia oral é classicamente definida como a supressdo da resposta imune a
antigenos que tenham sido previamente administrado por via oral (Faria and Weiner, 2006).
Este fendmeno leva a formacdo de células reguladoras na periferia que participam de uma
resposta local e sistémica. Falhas na inducao de tolerancia oral podem levar a desordens como
doencas inflamatdrias intestinais (A. M. C. Faria & Weiner, 2006) e estdo geralmente
associadas a defeitos na geragdo de mecanismos imunorreguladores na mucosa intestinal. Nos
experimentos anteriores do nosso grupo com esses camundongos (Oliveira, 2014), ndo estava
clara a associacdo entre os defeitos na inducdo de tolerincia oral e o desenvolvimento da

diabetes tipo 1.

Em nosso modelo experimental, o infiltrado inflamatério mais evidente que leva ao
estabelecimento da diabetes foi detectado apds a oitava semana de idade, ndo sendo
observado em camundongos NOD com 6 semanas. Com o objetivo de relacionar a capacidade
de indugdo da tolerancia oral com a progressdo da insulite, avaliamos o estabelecimento da
tolerancia oral em camundongos com 7 semanas de idade (Figura 7). Camundongos NOD
fémeas e camundongos BALB/c , foram submetidos ao protocolo de inducdo de tolerancia
oral pelo tratamento com solucdo salina contendo 4 mg/ml de ovalbumina (OVA) e
imunizacdo com o mesmo antigeno 7 dias depois. Ao término do protocolo experimental, os
camundongos foram eutanasiados e a produ¢do de anticorpos IgG1 anti-OVA foi medida por
ELISA. O protocolo utilizado, de ingestdo continua do antigeno, favorece o estabelecimento
da tolerancia oral como ja foi demonstrado pelo nosso grupo (Oliveira et al., 2015). Como
esperado, os camundongos BALB/c tratados por via oral com OVA apresentaram uma
reducdo dos titulos de anticorpos especificos (IgG1) anti-OVA quando comparados a seus
controles ndo tratados. No entanto, ndo houve diferenca significativa na producdo de 1gG1
anti-OVA entre os grupos de camundongos NOD que receberam OV A ou apenas dgua por via
oral. Assim, o estabelecimento da tolerancia oral estava comprometido em camundongos

NOD antes mesmo da progressao da insulite.
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Figura 7: Avaliacdo da inducdo de tolerdncia oral em camundongos NOD.

Camundongos NOD de 7 semanas de idade receberam de solugcdo contendo 4mg/ml de OVAlbumina
(grupo OVA oral) ou apenas dgua (grupo dgua) por ingestdo voluntdria por 24 horas. Sete dias
depois, os animais foram imunizados i.,p. com 10 ug de OVA e Img de hidroxido de aluminio —
Al(OH);. Quatorze dias depois, os camundongos receberam um booster de 10 ug de ovalbumina
(OVA) soliivel. Os anticorpos IgG1 anti-OVA foram medidos por ELISA. As barras representam a

média + SEM do somatério da absorbdncia de cada amostra.

Para que a tolerancia oral ocorra, é necessario que células dendriticas CD103"
carregando antigenos da lamina prépria migrem para os linfonodos mesentéricos onde
auxiliam na diferenciacdo de c€lulas T CD4" naive em células T CD4'Foxp3* (O Pabst &
Mowat, 2012). Foi demonstrado pelo nosso grupo que a frequéncia de células T CD4*Foxp3*
€ reduzida em camundongos NOD diabéticos ( >12 semanas de idade) quando comparados
com camundongos resistentes a diabetes NOR da mesma idade (Oliveira, 2014). As células
Treg CD4"Foxp3* induzidas sdo indispensaveis para a indug@o da tolerancia oral ja que a
eliminagdo dessas células impede completamente o estabelecimento dessa tolerancia em
camundongos (Hadis et al., 2011). Diante disso, avaliamos a frequéncia de células Treg
CD4Foxp3™ nos linfonodos mesentéricos de camundongos NOD em idades anteriores aos
sinais clinicos da doenca e comparamos com seus controles NOR da mesma idade (Figura 8).
Contudo, apesar de observada uma aparente redugdo na frequéncia média de células T
CD4'Foxp3™ nos linfonodos mesentéricos de camundongos NOD, a andlise estatistica desses
dados ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos. Isto nos indicou que a dificuldade

de indugdo de tolerancia nesses animais pode ser devido a alteracdes em outros componentes
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imunorreguladores da mucosa intestinal.
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Figura 8: Frequéncia de linfocitos T CD4+Foxp3+ nos linfonodos mesentéricos de
camundongos NOD e NOR.

As células foram isoladas dos linfonodos mesentéricos de camundongos NOD e NOR de 6 semanas e
> 10 semanas de idade. Imunofenotipagem pela técnica de citometria de fluxo. ldentificou-se células T
CD4+ Foxp3+. (a), Grdfico representativo dos valores obtidos, cada valor representa células de
pools de 2 camundongos. As barras representam a média + desvio padrdo dos valores obtidos para
cada pool do grupo (teste t). Grupo de 6 semanas (n=3). Grupo > 10 semanas (n=4). (b) Dot plot

representativo da separacdo da populacdo de células T CD4+ Foxp3+ dos linfonodos mesentéricos.

4.3. Avaliacao histopatolégica da mucosa intestinal de camundongos NOD

Dada a importancia dos componentes da mucosa intestinal para o estabelecimento da
tolerancia oral, avaliamos o intestino delgado de camundongos NOD e NOR em busca de
possiveis alteracdes morfoldgicas que pudessem levar a perda do equilibrio e homeostase
intestinal, contribuindo assim para a dificuldade de inducdo da tolerdncia oral em
camundongos NOD (Figura 9). A partir da analise histologica, consideramos como normais
os aspectos histoldgicos em todos os grupos. Tanto a arquitetura do intestino, a altura das
vilosidades, e a celularidade da lamina prépria de camundongos NOD e NOR sdo

comparaveis e normais.
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Figura 9: Avaliacdo histopatologica do intestino delgado de camundongos NOD e NOR.

(4) Fotos representativas de Cortes histologicos do intestino delgado de camundongos NOD e NOR
com 6 semanas, 8 a 10 semanas e acima de 12 semanas. Colora¢cdo H&E, aumento de 100x (n = 4
animais por grupo). (B) Andlise morfométrica do vilo de camundongos NOD e NOR de 8 a 10
semanas e acima de 12 semanas. Foram selecionadas 5 vilosidades por sec¢do histologica em 4
secgoes diferentes, sendo no total 20 vilosidades por animal, resultados expressos pela média (n=4).
As barras representam a média *+ desvio padrdo dos valores obtidos para cada camundongo do grupo

(test t).

Avaliamos, também, linfdécitos intraepteliais que sd@o importantes componentes do
GALT (Figura 10). Eles t€m o papel de regular a homeostase através da manutencdo da
funcdo da barreira epitelial intestinal. Normalmente aumentados durante a infec¢do e

inflamacao, regulam a resposta imune inata e adaptativa (Sheridan & Lefrancois, 2010). Sao,
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na maioria CD8". com TCR af3 ou yd. Tem sido demonstrado, utilizando modelos de alergia
alimentar, que os linfocitos intraepteliais com TCR yd sdo de extrema importincia para o
estabelecimento da tolerancia a proteinas da dieta. (Bol-Schoenmakers et al., 2011; Frossard,
Asigbetse, Burger, & Eigenmann, 2015). Sendo assim, avaliamos a frequéncia de linfécitos
intraepteliais entre os enterdcitos no intestino delgado de camundongos diabéticos NOD e
seus controle NOR da mesma idade. No entanto, ndo foram observadas diferencas entre os

animais das duas linhagens.

Linfocitos Intraepteliais
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Figura 10: Frequéncia de linfocitos intraepteliais no intestino delgado de camundongos
NOD e NOR.

Frequéncia de IEL entre enterocitos contados no intestino delgado de camundongos NOD diabéticos
e camundongos NOR da mesma idade. A contagem foi realizada em cada amostra considerando um
intervalo de 500 enterdcitos (n=4 animais por grupo). Contagem feita no aumento de 20x coloracdo

HE. As barras representam a média + desvio padrdo dos valores obtidos para cada camundongo do

grupo.

Outro parametro analisado foi a frequéncia de células caliciformes no intestino

delgado de camundongos NOD e NOR (Figura 11).
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Figura 11: Frequéncia de células caliciformes e producdo de mucos no intestino delgado
de camundongos NOD e NOR.

(A) Fotos representativas de cortes histoldogicos do intestino delgado de camundongos NOD e NOR
com 6 semanas, 8 a 10 semanas e acima de 12 semanas. Coloracdo P.A.S, aumento de 400x. As setas
indicam as células caliciformes com o tamanho reduzido em compara¢cdo com o controle. (B)
Frequéncia de células caliciformes a cada centimetro de superficie do vilo. (C) Representacdo grdfica
da andlise de pixels representando a drea celular corada com PAS em ldminas histologicas. Para o
estabelecimento desse valor, foram consideradas as medidas de todas as células coradas em 3 campos
aleatorios por animal. Aumento de 10x, (n= 4 animais por grupo). As barras representam a média +
desvio padrado dos valores obtidos para cada camundongo do grupo. *= valores de P < 0,05 (teste t).

n = 4 camundongos por grupo.

Além da frequéncia (Figura 11b), avaliamos também a producdo de muco pelas
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células caliciformes. Para esse fim, utilizamos o método de coloracdo por PAS que evidencia
0 muco em um tom rosa escuro e calculamos a drea corada com o auxilio do software ImageJ

(Figura llc).

A frequéncia de células caliciformes estd reduzida em camundongos NOD de todas as
idades quando comparado com seus controles NOR. E possivel observar também que
camundongos NOD possuem um menor drea corada nas células caliciformes, o que indica que
seu tamanho estd reduzido quando comparado com seus respectivos controles NOR, ou seja,

h4 uma menor produgdo de muco nos camundongos NOD.

4.4. Camundongos NOD apresentaram reducao na produciao de IgA secretoria

A partir da andlise histologica identificamos que camundongos NOD possuem
reduzida frequéncia de células caliciformes e reduzida produ¢do de muco quando comparado
com camundongos controle resistentes a diabetes. Assim como a camada de muco, a IgA
presente no limen intestinal contribui para os mecanismos de manutencdo da barreira e de

homeostase da mucosa intestinal.

Desta forma, quantificamos a producdo de IgA secretdria (SIgA) no muco de
camundongos NOD em diferentes estagios do desenvolvimento do diabetes (Figura 12).
Esses animais apresentaram reducdo da concentracdo de IgA no muco intestinal quando
comparados com seu controle ndo diabético NOR. A andlise mostrou uma menor produgdo de
SIgA em camundongos NOD a partir da 6° semanas de idade e que permanece em idades

mais avancadas.
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Figura 12: Concentragdo de IgA secretoria (sIgA) no lavado intestinal de camundongos
NOD e NOR.

Camundongos NOD e NOR de 6 e 8 semanas de idade foram eutanasiddos para a posterior coleta do
lavado do muco intestinal. A SIgA foi medida pela técnica de ELISA. As barras representam a média
+ desvio padrdo dos valores obtidos para cada camundongo do grupo. *= valores de P < 0,05 (teste

t).n = 5 camundongos por grupo.

4.5. Camundongos NOD apresentaram frequéncia reduzida de células B1 nas

placas de Peyer

As placas de Peyer tem sido descritas como o maior sitio de diferenciacao de linfécitos
B2 (CD19+ CD5-) produtores de IgA (Rios et al., 2015; Roux, McWilliams, Phillips-
Quagliata, & Lamm, 1981), Por outro lado, foi demonstrado que as células B1 (CD19+
CD5+) também estdo envolvidas na producdo de SIgA (Fagarasan, Watanabe, & Honjo,
2000).
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Figura 13: Frequéncia de linfocitos T CD4+, B e Bl nas placas de Peyer de camundongos
NOD e NOR.

Células das placas de Peyer foram isoladas e imunofenotipadas através da técnica de citometria de
fluxo. Identificou-se células T CD4+, B (CDI19+) e BI (CD19+ CD5+). As barras representam pools

de 4 camundongos em cada grupo.

Desta forma, avaliamos a frequéncia de células T CD4+ e B (CD19+) e B1 (CD19+
CD5+) nas placas de Peyer de camundongos NOD e NOR (Figura 13). Embora nao tenha sido
possivel realizar andlise estatistica dos dados, observamos uma tendéncia a redugdo na
frequéncia de células B1 (CD19+ CD5+) em camundongos NOD quando comparamos com
seus controles NOR. Essa alteragdo foi observada em camundongos de 6 semanas de idade e

permanece em camundongos com mais de 10 semanas de idade.

4.6. Avaliacao da frequéncia de macroéfagos residentes do intestino durante a

progressao da diabetes em camundongos NOD.

A geragao de células T reguladoras induzidas na periferia (iTregs) é um dos
mecanismos para o estabelecimento da tolerancia oral (Mucida et al., 2005), e um possivel
defeito na geracdo dessas células € motivo de intenso debate na literatura envolvendo a
patogénese a diabetes autoimune. Sabe-se que esse fendmeno € altamente dependente de
populagdes especificas de células dendriticas e macréfagos. A 1L-10 secretada por

macréfagos residentes do intestino contribui com a formagdo do ambiente tolerogénico
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necessario para a manutencdo de células dendriticas tolerogénicas produtoras de dacido
retindico e TGF-f3 importantes na diferenciacao de células T com propriedades reguladoras

(Treg) (Coombes & Maloy, 2007).

Em estudos prévios do nosso laboratério, Rafael Pires de Oliveira caracterizou todas
as populacdes de DCs presentes na lamina préopria e nos linfonodos mesentéricos de
camundongos NOD comparando com seus controles resistentes a diabetes (Oliveira, 2014).
Ele mostrou que as células dendriticas CD103" CD11" CD11b" produtoras de acido retindico
estavam reduzidas nos linfonodos mesentéricos de camundongos NOD. Mostrou ainda que a
frequéncia de células Treg também estava reduzida nesse 6rgao em camundongos diabéticos e
que esses animais apresentavam um aumento na razao entre células T efetoras e reguladoras
no intestino, com frequéncia aumentada de células Th17 e predominincia de células
dendriticas com perfil inflamatério no tecido linfoide associado a mucosa intestinal. Além
disso, foi identificado que a populacdo de macréfagos da lamina prépria do intestino estava

reduzido.

Desta forma, nosso objetivo foi caracterizar o perfil de macréfagos presentes na
lamina prépria desses camundongos e as populagdes de macréfagos da lamina prépria no

periodo em quase inicia o infiltrado inflamatdrio.

Nao observamos redug¢do de macréfagos na lamina prépria de camundongos NOD
com 6 semanas (Figura 14), porém camundongos pré-diabéticos (>10 semanas) que nao
possuem glicemia alterada mais estdo em estagio avancado de insulte apresentaram frequéncia
reduzida de macrofagos. Esse resultado confirma os dados observados anteriormente pelo
nosso grupo (Oliveira, 2014) e sugere que a reducdo de macréfagos na lamina propria pode
estar associada a progressdo da inflamacdo no pancreas. Assim, o proximo passo foi
caracterizar as frequéncias de populacdes de macréfagos na mucosa intestinal de

camundongos NOD em diferentes estagios da doenca.
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Figura 14: Frequéncia de macréfagos na ldmina propria do intestino de camundongos
NOD.

Imunofenotipagem através da técnica de citometria de fluxo para Macrdfagos CD45.1°,CDI11b",
F4/80*, MHCII") (a), Dot plot representativo mostrando a separacdo de macrdfagos e CDs. Em
camundongos NOD e NOR com mais de 10 semanas (b) Grdfico representativo da frequéncia de
macrdfagos CD45.1°,CDI11b*, F4/80, MHCII* na ldmina prdpria do intestino delgado. As barras
representam a média + desvio padrdo dos valores obtidos para cada camundongo (pool de dois
animais) do grupo. * = valores de P < 0,05 (teste t). O grupo 10 semanas representa a média de dois

experimentos, (n=7). Grupo 6 semanas (n=3).

A populacdo de mondcitos da lamina prépria do intestino com expressao alta deF4/80
e CD11b e baixa ou nenhuma expressao de CD11c foi definida como macréfagos residentes
do intestino. Essa populacdo de macréfagos secreta altos niveis de IL-10 e participa na
diferenciacdo de células T reguladoras (Denning et al., 2007). As células dendriticas sdo
identificadas pela alta expressdo de CDIll1c e baixa expressio de F4/80. Entretanto, uma
populagdo de mondcitos F4/80" que também expressa altos niveis de CDllc pode ser

encontrada no intestino. Brian Kelsall e colaboradores foram os primeiros a mostrar que as
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células que formam essa populagio F4/80" CDI11c" sdo macréfagos. Tais macréfagos sdo
derivados de mondcitos Ly6C" e podem diferenciar-se em macréfagos reguladores ou
inflamatérios de acordo com as condi¢des do microambiente em que se encontram (Rivollier,

He, Kole, Valatas, & Kelsall, 2012).

Neste estudo, identificamos que a frequéncia de macréfagos residentes (F4/80°
CD11c"") estava reduzida na lamina prépria do intestino delgado em camundongos NOD e

que a populag¢do de mondcitos inflamatérios (F4/80" CD11c") estava aumentada. Figura 15.
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Figura 15: Frequéncia de macrofagos residentes e ndo residentes em camundongos NOR
e NOD pré-diabéticos e diabéticos.

Células isoladas da ldmina propria de camundongos NOD e NOR de 6 semanas e >10 semanas de
idade foram imunofenotipas através da técnica de citometria de fluxo. Macrdfagos (CD45.1*,CD11b*,
F4/80*, MHCII"). O CDlIc foi utilizado para separar as duas subpopulagcdes de macrdfagos do
intestino. Grdfico representativo da frequéncia de macrdfagos
CD45.1"CD11b*F4/80*MHCII*"CD11c"" e CD45.1*CD11b*F4/80*MHCII*CD11c* na ldmina propria
do intestino delgado. As barras representam a média dos valores obtidos para cada camundongo do

grupo. * = valores de P < 0,05 (teste t). n = 4 camundongos por grupo.

Além da frequéncia, avaliamos uma propriedade funcional dessa populagdo de
macréfagos CD45.17 F4/80" MHCII" presente na lamina prépria do intestino delgado: a

fagocitose, Figura 16.
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Figura 16: Capacidade de fagocitose de macrofagos da lamina prdpria do intestino
de camundongos NOD e NOR.

Células CD45.1% F4/80° MHC* foram isoladas da ldmina propria do intestino delgado de
camundongos NOD e NOR e incubadas com esferas (beads) acopladas a Fluoresbrite Plain Yellow
Gold por 45 min a 37 graus. Os resultados representam a frequéncia de células contendo essas
esferas no citoplasma (beads+). (a) Dot plot representativo da separacdo da populacdo de
macrdfagos (células CD45.1" F4/80° MHCII?) da ldmina propria, (b) histograma representativo da
marcacdo com fluoresceina (FITC), (c) grdfico representando a frequéncia de macrdfagos contendo
esferas fluorescentes encontradas para cada animal. As barras representam a média dos valores
obtidos para cada camundongo do grupo. * representa valores de P < 0,05 (teste t). n = 4

camundongos por grupo.

Para este fim, utilizamos esferas (beads) fluorescentes e avaliamos a capacidade das
células de internalizar essas esferas por citometria de fluxo. Figura 16. Incubamos as células

marcadas com as esferas e posteriormente avaliamos as frequéncias de células beads™ por
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citometria de fluxo. A populacdo de macréfagos da lamina propria de camundongos
diabéticos mostrou uma maior atividade fagocitica quando comparada com a populacdo de

macréfagos de camundongos NOD.

Como a frequéncia de macrofagos residentes estava reduzida na lamina propria de
camundongos NOD e dada a alta capacidade de secre¢do da citocina anti-inflamatéria IL-10
por essas células (Coombes & Maloy, 2007), medimos a produgdo de IL-10 no extrato do
intestino delgado. O ensaio foi realizado em camundongos NOD com diferentes idades e
estdgios do desenvolvimento da diabetes, inclusive camundongos NOD com mais de 12

semanas que nao desenvolveram diabetes (Figura 17).
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Figura 17: Producdo da citocina IL-10 no intestino delgado de camundongos NOD durante
o desenvolvimento da diabetes tipo 1.

Concentragdo da citocina IL-10 detectada pela técnica de ELISA em extrato de intestino delgado. As
barras representam a média dos valores obtidos para cada camundongo do grupo. * = valores de P

< 0,05 (teste t). n = 6 camundongos por grupo.

Observamos redugdo na concentragdo de IL-10 no tecido intestinal de camundongos
NOD com insulite em progressdo ou com a doenga estabelecida. Além disso, a variagdo em

grupos de animais com 4 semanas de idade e animais nao diabéticos foi muito grande. O
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resultado nos mostra que a produgdo de IL-10 no intestino delgado estd relacionada ao

desenvolvimento da doenca e que os niveis se reduziram com a progressao da doenca.
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Discussao
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5. Discussao

A diabetes mellitus do tipo 1 é uma doenca autoimune crénica que acomete individuos
geneticamente suscetiveis. Pode se manifestar nos anos iniciais da vida, por isso uma grande
porcentagem de individuos com diabetes sdo criangas. A doenga leva a perda em massa das
células P pancredticas produtoras de insulina e o tratamento consiste na administracao de
insulina exdgena para controle da hiperglicemia. O uso de modelos animais auxiliam no
entendimento da patogénese da doenga de forma que o conhecimento amplo sobre os

mecanismos possam criar novas ferramentas terapéuticas.

Utilizamos, em nossos estudos, um camundongo que desenvolve a diabetes
espontaneamente de maneira muito similar aquela observada em humanos, de forma que a
cinética de eventos que levam a inflamacdo das células B pancredticas e a presenca de
autoanticorpos no modelo se assemelham as caracteristicas da diabetes em humanos (Pearson
et al., 2015). A pancreatite, em nosso modelo, estava de acordo com o que € descrito na
literatura. A figura 6 mostra um infiltrado inflamatdrio extenso apds a oitava semana de idade
em camundongos NOD e o total acometimento das ilhotas em camundongos diabéticos.
Também foi confirmado que os camundongos NOR utilizados como controle ndo
apresentavam infiltrado inflamatério. Uma observagdo importante € relativa ao tamanho e
formato das ilhotas [} pancredticas em camundongos NOD. Em todos os grupos avaliados, a
morfologia das ilhotas § pancredticas foi muito distinta daquela observada em camundongos
NOR. Essa observacado esta de acordo com Pelegri e colaboradores (Pelegri et al., 2001) que
mostraram que camundongos NOD contém ilhotas imaturas e mal formadas antes do
desmame e elas se tornam grandes e de formato irregular durante o desenvolvimento do

animal.

O fator genético influencia fortemente o desenvolvimento da diabetes autoimune,
entretanto apenas 50% de sua manifestacdo € devido a predisposicdo genética. O ambiente,
localizagdo geogréfica, alimentacdo e variagcdes na microbiota sdo fatores que podem
determinar o ponto crucial que leva ao inicio da resposta contra antigenos proprios
desencadeando a reacdo inflamatdria contra as células produtoras de insulina (Herold,
Vignali, Cooke, & Bluestone, 2013). Sua etiologia € ainda desconhecida, dada a influéncia de
diversas varidveis, mas sabe-se que o desenvolvimento da doenga € marcado pela quebra da

tolerdncia imunoldgica ao proprios componentes e ainda que a grande parte dos genes
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relacionados a diabetes tipo 1 (IDDM) sdo responsaveis pelo controle de mecanismos de

tolerancia imunolégica (Kantarova & Buc, 2007).

E através da tolerdncia imunolégica central que o organismo previne a reacdo
patoldgica contra proprio e previne a autoimunidade. Os mecanismos envolvidos na tolerancia
imunoldgica central envolvem a eliminacdo de linfécitos T com alta afinidade para os
autocomponentes e¢ a formacdo de linfocitos T reguladores (CD4'CD25" Foxp3*)
autorreativos no timo. Defeitos na tolerancia central em camundongos NOD tém sido alvo de
discussdo em alguns trabalhos (He et al., 2013; Kishimoto & Sprent, 2001) e a quebra da
tolerancia também tem sido observada em humanos que desenvolvem a diabetes tipo 1 (Jeker,
Bour-Jordan, & Bluestone, 2012). A tolerancia oral, de maneira andloga a tolerancia central
aos autocomponentes, é capaz de regular a reatividade imunolédgica inflamatdria a antigenos
externos que entram em contato com o corpo por via oral. Esse fenomeno depende da
conversdo de células T CD4" virgens (naive) em células T CD4" Foxp3* reguladoras no
intestino. Em estudos prévios do nosso grupo, mostramos que o fendmeno da tolerancia oral
ndo ¢ estabelecido em camundongos NOD (Oliveira 2014). No presente estudo,
demonstramos que a dificuldade na inducdo de tolerancia oral ocorreu mesmo antes do
desenvolvimento da pancreatite (Figura 7). Tal prejuizo foi observado também por Presa e
colaboradores, em um trabalho em que eles descrevem o defeito na inducdo de tolerancia oral
em camundongos NOD utilizando um modelo de administragdo de peptideos acoplados a

subunidade B da toxina colérica (CTB) (Presa 2013).

Estabelecer tolerancia imunoldgica a antigenos externos € importante para a
manutengdo da homeostase da mucosa intestinal, pois a estimulacdo antigénica por proteinas
da dieta e da microbiota € constante no intestino. Defeitos nesse mecanismo levam a
alteracOes sistémicas e doengas inflamatorias cronicas do intestino. Em individuos com
doenca inflamatoria intestinal (DII), ja foi demonstrada a presenca de reatividade inflamatoria
a componentes da dieta e da microbiota (Duchmann et al., 1995). Tem sido demostrado
também que camundongos NOD apresentam reatividade a antigenos da microbiota (He et al.,
2013). Nossos resultados sugerem que isto pode ser devido ao fato desses animais

apresentarem defeitos intrinsecos nos mecanismos de gera¢ao de tolerancia oral.

Uma possivel explicacdo para o defeito observado no estabelecimento da tolerancia

oral poderia ser a reducdo da frequéncia de células T reguladoras CD4" Foxp3* nos linfonodos
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mesentéricos como ja demonstrado anteriormente (Hadis et al., 2011). Contudo, em nossa
andlise, a frequéncia de c€lulas CD4'Foxp3* em camundongos NOD foi comparavel ao
controle (camundongos NOR) (Figura 8). Nossos resultados estio de acordo com os
resultados obtidos por He e colaboradores, que também ndo encontraram alteracdo na
frequéncia de células T reguladoras nos linfonodos mesentéricos de camundongos NOD de
diferentes idades (He et al., 2013). Nossa hipdtese € que outros componentes
imunorreguladores da mucosa intestinal desses animais podem estar alterados a ponto de
interferirem na inducdo de tolerdncia oral. Sabemos que outras células T e B com
propriedades imunorreguladoras sdo importantes na manutencdo da homeostase intestinal. As
células B reguladoras produtoras de IL-10, por exemplo, ja foram descritas como tendo um
papel protetor no desenvolvimento da diabetes no NOD (Kleffel et al., 2015). Por outro lado,
a citocina IL-10 é fundamental na regulagcdo da mucosa intestinal e camundongos
geneticamente deficientes em IL-10 desenvolvem colite espontanea (Gomes-Santos et al.,

2012; Kiihn, Lohler, Rennick, Rajewsky, & Miiller, 1993).

A indugdo dos mecanismos responsaveis pela tolerancia oral ocorre na mucosa
intestinal, isso porque o trato gastrointestinal € a maior superficie de contato com o meio
ambiente (Moog f. 1981). A exposi¢cdo a grande quantidade de antigenos derivados da
alimentacdo e da microbiota exige uma resposta imune altamente regulada por diferentes tipos
de células da mucosa como ja discutido aqui. Esses fatores imunorreguladores resultam na
producdo e manutencdo da homeostase intestinal e defeitos na sua produ¢do podem perturbar
os mecanismos de tolerancia e pode levar a uma resposta imune desacerbada (Howard L

Weiner et al., 2011).

Foi demonstrado que o linfonodo pancreatico drena antigenos préprios do pancreas,
mas também tem a capacidade de drenar antigenos externos do trato gastrointestinal e da
cavidade peritoneal (Turley et al., 2005). Esses achados se alinham com nossos resultados
mostrando que a tolerdncia oral estd defeituosa em animais que desenvolvem
espontaneamente o diabetes tipo 1 (Figura 7). Ambos sugerem que modificacdes intestinais
ou o0 prejuizo nos mecanismos de geracdo de tolerancia periférica podem estar relacionados ao

desenvolvimento do diabetes tipo 1.

O primeiro indicativo dessa estreita relacdo € relacionado a alteragdes da composicao

da microbiota intestinal. Camundongos NOD sdo mais susceptiveis a desenvolver diabetes
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quando sao mantidos em condi¢des rigorosas de controle de microorganismos patogénicos,
ambiente SPF (do inglés specific pathogen free) (Jean Francois Bach, 2002). Ainda nesse
contexto, o tratamento oral com antibidtico leva ao aumento da produgdo de IL-10 em

camundongos NOD e protecdo contra o diabetes (Calcinaro et al., 2005).

Observacdes clinicas sugerem que um periodo curto de amamentacdo com leite
materno e a introducdo precoce do leite de vaca na alimentacdo aumenta o risco de
desenvolvimento do diabetes tipo 1 (O. Vaarala et al., 2008). Além disso, outro trabalho
sugere que a exposicao a antigenos alimentares constituintes do trigo também tem efeito
positivo na patogénese aumentando a incidéncia de diabetes em criangcas com pré disposi¢ao
genética (Norris, 2003). Em uma revisdo de 2011, Outi Vaarala discute o efeito do leite de
vaca na diabetes e levanta a hipdtese de que esse efeito pode ser devido a uma quebra da
tolerancia oral em individuos susceptiveis ao diabetes do tipo 1. Dessa forma, a insulina
bovina presente no leite de vaca poderia desencadear uma resposta imune inflamatoria
especifica que levaria a destruicdo das células produtoras de insulina no péancreas (Outi
Vaarala, 2011). Um estudo internacional que aborda fatores de risco da diabetes tipo 1, o
TRIGR ( do inglés, Trial to Reduce IDDM in the Genetically at Risk), demonstrou que
criangas com pré-disposicao genética a diabetes autoimune tém os riscos reduzidos quando o
leite de vaca € substituido por uma férmula que contem caseina hidrolisada (Knip et al.,
2010). Essa foi a primeira demonstracdo de que € possivel reduzir a diabetes do tipo 1 em

humanos manipulando componentes da dieta na infancia.

Baseado nessas evidéncias, avaliamos os componentes da mucosa de camundongos
NOD em busca de alteracdes que possam contribuir para a quebra da homeostase da mucosa
intestinal e ter repercussdes inflamatdrias no pancreas. A andlise histoldgica ndo mostrou
alteracGes na mucosa ou presenca de infiltrado inflamatdrio visivel (Figuras 9 e 10) em
camundongos NOD quando comparados com os camundongos NOR. Entretanto, verificamos
que a propor¢ado de células epitelias estava alterada em camundongos NOD sendo que esses
animais exibiam uma proporcao de células caliciformes consideravelmente menor que seus
controles resistentes a diabetes (Figura 11). As células caliciformes sdo células epiteliais
especializadas na secrecdo de muco que compdem a camada de protecdo intestinal. O muco é
composto de diferentes glicoproteinas sendo a MUC2, mucina secretada principalmente pelas
células caliciformes, a mais abundante no muco intestinal (Goll & van Beelen Granlund,

2015). Tem sido descrito que a MUC?2 é capaz de induzir a produgdo de IL-10 e TGF-§ por
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células dendriticas CD103" da lamina prdpria do intestino através da sinalizagdo via
receptores galectina-3, Dectina-1 e FcgRIIB. Estes receptores induzem beta catenina, um
fator de transcri¢do requerido pelas céulas dendriticas CD103" que impede a transcricdo de
citocinas pro inflamatdrias, contribuindo assim para a homeostase intestinal e o
estabelecimento da tolerancia oral (Shan et al., 2013). Além disso, o muco forma uma barreira
fisica entre os microrganismos do limen e as células epiteliais. A camada densa de muco
possui poros muito pequenos que impedem a passagem de bactérias e minimiza o contato
direto com as células do epitélio (Johansson et al., 2008). A importancia fisioldgica da
barreira formada pelo muco € evidente em camundongos geneticamente deficientes para

MUC?2 que desenvolvem inflamacao intestinal espontaneamente (Van der Sluis et al., 2006).

Também observamos niveis reduzidos de IgA secretdria em camundongos NOD
(Figura 12). A producdo local de IgA secretdria (SIgA) pelos plasmdcitos da lamina propria
ocorre fisiologicamente e essa imunoglobulina € transportada para o limen do intestino por
um mecanismo dependente do receptor de imunoglobulinas poliméricas (pIgR) localizado na
membrana basal das células epiteliais do intestino (Johansen & Kaetzel, 2011). A SIgA ¢é
capaz de reduzir a penetracdo de antigenos através da mucosa, oferecendo um mecanismo
protetor através da neutralizacdo de toxinas e bloqueio de receptores de adesdo de
microrganismos presentes no limen intestinal. (Goll & van Beelen Granlund, 2015).
Concluimos, entdo, que os camundongos NOD apresentam dois mecanismos de barreira
intestinal prejudicados. A quebra da barreira fisica formada pelo muco e a redugdo na
producao de IgA secretéria podem facilitar o contato direto dos antigenos do limen com as
células epiteliais. Ja foi descrito que a interagdo direta entre as bactérias do limen e receptores
de reconhecimento de padrdo (PRRs) expressos pelas células epiteliais pode levar a uma
ativagcdo exacerbada das células do sistema imune resultando em inflamagao intestinal (Cario,
2005). De fato, em dados obtidos por nosso grupo, foi observado um aumento da frequéncia
de células Th17 na lamina prépria de camundongos NOD (Oliveira 2014). A perda dos
mecanismos de barreira podem ser uma explicacdo para esse fendmeno, pois ja foi descrito
que o maior contato das células epiteliais com SFB (segmented filamentous bactéria)
encontrada na microbiota autéctone de camundongos leva a um aumento de células Th17 no

intestino (Goto et al., 2014).
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Essas alteracOes intestinais assim como a deficiéncia na inducdo de tolerancia oral
foram observadas em camundongos com 6 semanas, periodo que coincide com o inicio do
infiltrado inflamatério no pancreas sugerindo uma correlacdo entre essas alteragcdes

encontradas nos camundongos NOD.

Em estudos anteriores do nosso grupo (Oliveira 2014), foi identificado que a
frequéncia de cé€lulas dendriticas CD103*CD11b" estava reduzida nos linfonodos
mesentéricos de camundongos NOD em comparagcdo com seu controle resistente a diabetes.
Estudos tém demonstrado que essa populagdo de células dendriticas tem um papel especial na
diferenciacdo de células B produtoras de IgA. Normalmente, a IgA no intestino é produzida
por células B2 (CD19°CD5") das placas de Peyer que se diferenciam em células B produtoras
de IgA (IgA") mediante o estimulo de células T CD4" secretoras de TGF-f, IL-10 e IL-5
(Rios et al., 2015; Roux et al., 1981). As células dendriticas CD103* das placas de Peyer
induzem a expressdao de receptores de migragdo para a mucosa (a4fp7) nas células B IgA*
sendo importantes, portanto, no estabelecimento do circuito que leva essas células B de volta
a 1amina prépria do intestino onde elas se diferenciam em plasmdcitos secretores de IgA (J. R.
Mora et al., 2006). Mais recentemente, foi demonstrado que células B1 (CD19"CD5") também
podem se diferenciar em produtoras de IgA em um mecanismo independente de células T,
mas dependente de células dendriticas CD103" produtoras de acido retindico e IL-6
(Fagarasan et al., 2000)(Mora and von Andrian 2009). Além disso, as células dendriticas
CD103" produzem grandes quantidades de TGF-3 e tém alta capacidade de ativar células T
CD4" naive, o que indica que essa populacdo também pode estar relacionada de varias

maneiras a ativagao de células B produtoras de IgA de maneira T dependente (Kelsall, 2008).

Inicialmente, avaliamos a frequéncia de células B (CD19") nas placas de Peyer em
busca de alteracdes que pudessem explicar os baixos niveis de SIgA encontrados em
camundongos NOD (Figura 13). Observamos que a frequéncia global de células B (CD19+)
ndo estava alterada em camundongos NOD, mas a frequéncia de células B1 (CD19°CD5")
estava reduzida quando comparada com os valores encontrados nos camundongos controle
NOR. As células B1 foram originalmente descritas como CD19'CD5" e tém origem na
cavidade peritoneal durante o periodo embrionario (Hayakawa, Hardy, Parks, & Herzenberg,
1983). As células Bl secretam predominantemente IgM, mas, como mencionado

anteriormente, a troca de isotipo para IgA também ocorre na populacido de células Bl da
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mucosa intestinal sendo elas responsaveis pela producdo de, pelo menos, a metade da IgA

secretada no lumen do intestino (Hardy & Hayakawa, 2015).

A populagdo de células Bl exibe multireatividade e tanto a IgA quanto a IgM
secretada por essas células sdo reativas a antigenos da microbiota. (Jiang et al., 2004) Dessa
forma, a reducdo da IgA secretéria no nosso modelo pode, em parte, ser explicada pela
diminui¢do na frequéncia de células Bl no intestino. Estudos mais detalhados serdo

necessarios, no entanto, para esclarecer os mecanismos envolvidos nessa deficiéncia..

Células dendriticas (DCs) e macréfagos residentes da mucosa sdo altamente
especializados em manter a homeostase do ambiente intestinal. Essas células da imunidade
inata promovem a defesa do organismo contra patdgenos € microrganismos comensais €
também estdo diretamente envolvidas na geracao e manutencdo de células T reguladoras e na
inducdo de SIgA. Por outro lado, macréfagos e DCs sdo as primeiras células encontradas no
processo inflamatdrio pancredtico que leva ao diabetes e constituem a principal fonte de TNF-

., citocina critica para a inflamacao tecidual (Dahle, Dawe, Ohlsson, & Hedlund, 2012).

O entendimento da biologia dos macréfagos intestinais ainda é motivo de intensos
estudos e debates. Sabe-se que os macrdfagos residentes do intestino contribuem para a
manutengdo da barreira epitelial através da secre¢ao de PGE?2 (prostaglandina E2), capturam e
destroem patdgenos sem responder de uma maneira inflamatdria, participam do clearance
apoptdtico de células senescentes devido a sua alta capacidade fagocitica e ainda mantém o
ambiente tolerogénico intestinal através da secrecdo constitutiva de IL-10 (Mowat and Bain
2011). A populagdo de macrofagos intestinais possui caracteristicas que parecem ser
exclusivas e fogem do paradigma de classificagdo em macréfagos segundo os padrdes de
ativacdo M1 e M2. Com ja descrito, considera-se os macréfagos M1 como apresentando um
papel inflamatério e os M2 um papel resolutivo (Mills, 2012). Os macréfagos intestinais, no
entanto, expressam moléculas simultaneamente utilizadas como marcadores de ambos os

perfis de ativagdo (Calum C. Bain & Mowat, 2014a).

Algumas moléculas expressas por macréfagos sdo compartilhadas com outras células
como, por exemplo, as células dendriticas, o que dificulta a sua caracterizagdo. Assim, torna-
se necessdrio o uso de outras moléculas expressas que permitam a exclusdo dessas células.

Para identificar os macréfagos e excluir as células dendriticas de nossa andlise, utilizamos a
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expressdo alta de F4/80 (células F4/80") pois células dendriticas expressam baixos niveis
dessa molécula, e a auséncia de CD11c ou expressdo de niveis intermedidrios dessa molécula.
Ja as células com alta expressdo de CD11c e baixa expressdo de F4/80 foram consideradas
células dendriticas (Figura 14 a). Esses critérios foram propostos por estudos anteriores do

grupo de Brian Kelsall (Rivolier et al, 2012).

Demostramos que a populagdo de macréfagos intestinais (F4/80™ MHCII* CD11b")
estava reduzida em camundongos NOD com mais de 8 semanas (Figura 14 b), periodo em
que a pancreatite ja se encontra em estagio avancado nesses animais. A redugdo na frequéncia
de macrofagos intestinais estava associada também a redug@o nos niveis de IL-10 no intestino
dos camundongos NOD (figura 17). A IL-10 secretada por macréfagos residentes da mucosa
intestinal contribui com a formacdo do ambiente tolerogénico necessdrio para a manutengao
das células da mucosa, em destaque as célula T reguladoras (Treg). Foi demostrado que a IL-
10 produzida por macréfagos intestinais € necessdria para a diferenciacdo e manutencao das
células Treg CD4"'CD25'Foxp3*. Camundongos geneticamente deficientes no receptor
CX3CR1, molécula caracteristicamente expressa por macrofagos produtores de IL-10 no
intestino, tém reduzida populacdo de macrofagos e células reguladoras nesse local. A
tolerancia oral ndo € estabelecida nesses animais (Hadis et al., 2011). Além disso, ji foi
descrito que o aumento na frequéncia de macréfagos produtores de IL-10 no linfonodo
pancreatico induzido pela administracdo de uma substancia presente na pimenta malagueta
(capsaicina) levou a prevenc¢do do diabetes tipo 1 em camundongos NOD (Nevius, Srivastava,
& Basu, 2012). Em estudos anteriores do nosso grupo, mostramos também que a deficiéncia
de IL-10 se relaciona diretamente com a dificuldade na indugdo de tolerancia oral (Gomes-

Santos et al., 2012).

E importante também ressaltar que, embora os macréfagos intestinais sejam uma fonte
importante da IL-10 local, outras células presentes nesse tecido também sdo produtoras dessa
citocina. Entre elas, as células T CD4" reguladoras (Jankovic, Kugler, & Sher, 2010) ¢ as
células B1 (O’Garra et al., 1992). As células B1 ndo sé produzem IL-10 como sdo capazes de
modular a fungdo fagocitica de macrofagos através da secre¢do dessa citocina (Popi et al
2004). Como encontramos uma reducdo significativa na frequéncia de células B1 nas placas
de Peyer dos camundongos NOD, esse defeito pode também contribuir para os baixos niveis
de IL-10 na mucosa intestinal desses animais. Nao examinamos ainda a frequéncia de células

T produtoras de IL-10, mas esta € uma populacdo certamente relevante para a manutencao de
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outras células da mucosa incluindo as préprias células epiteliais. Recentemente, Goto e
colaboradores (Goto et al., 2015), mostraram que células T CD4" produtoras de IL-10 no
intestino contribuem para a funcao de barreira das células epiteliais intestinais por regularem a
fucosilacdo de seu glicocélix. A presenga desses residuos de fucose nessas células tem um
papel importante no estabelecimento de nichos de aderéncia e nutri¢do para algumas bactérias
da microbiota autdctone. Assim, elas sdo importantes na manuten¢do de uma microbiota

equilibrada no intestino.

Tem sido sugerido que o intestino e composto por duas populagdes distintas de
macréfagos. Uma com carateristicas ndo inflamatdrias, os macréfagos residentes da mucosa, e
outra populacdo com alto potencial inflamatério desencadeado por perturbagdes no micro
ambiente da mucosa (Platt, Bain, Bordon, Sester, & Mowat, 2010; Rivollier et al., 2012). O
grupo de Allan Mowat propde que, quando a homeostase intestinal € perturbada por algum
evento inflamatdrio ou infeccioso, os mondcitos Ly6C" que s@o recrutados para a mucosa
através da corrente sanguinea ddo origem a uma populagcdo de macréfagos com caracteristicas
pro-inflamatdria e alta capacidade de produgao de citocinas como IL-6, IL12,1L-23 e IL1f no
intestino. Essas células podem auxiliar na manutencdo de células efetoras do tipo Th17 na

mucosa intestinal (Calum C. Bain & Mowat, 2014a)

Brian L. Kelsall e colaboradores caracterizaram uma populagdo de macréfagos na
mucosa colOnica que expressa niveis altos de F4/80, ndo expressa CD103 e € positiva para
CDllc. Eles confirmaram que se trata de uma subpopulacio de macréfagos
(F4/80'MHII'CD11C") da lamina prépria do célon derivada de mondcitos. Tais células
podem se diferenciar em macréfagos reguladores ou inflamatdrios de acordo com as
condi¢des do micro ambiente em que se encontram (Rivollier et al., 2012). Neste estudo, nds
utilizamos a mesma estratégia para caracterizar a populacdo de macrdéfagos presente na

iamina prépria de camundongos NOD.

Camundongos NOD pré-diabéticos e diabéticos apresentam um balango entre
macréfagos residentes (F4/80"MHII'CD11C*") e macréfagos derivados de mondcitos
(F4/80'MHII"CD11C") alterado quando comparados com camundongos NOR (figura 15).
Essa alteragdo pode estar diretamente relacionada aos resultados obtidos previamente por
Rafael Pires de Oliveira em estudos no nosso laboratério que indicam uma propor¢dao

aumentada de células Th17 em relacdo as células T reguladoras na lamina prépria do intestino
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de camundongos NOD diabéticos (Oliveira, 2014).

Um outro trabalho descreve uma populacdo de macréfagos similar com capacidade de
reagir de forma pro-inflamatéria mediante a perturbacdes inflamatérias no ambiente do

intestino (C C Bain et al., 2013).

Identificamos ainda que a atividade fagocitica dos macréfagos da lamina propria de
camundongos NOD foi maior que aquela encontrada em camundongos NOR (figural6) e que
o aumento dessa atividade era proporcional ao desenvolvimento da pancreatite e o surgimento
do diabetes. O aumento na atividade fagocitica pode indicar uma maior ativagdo dos
macréfagos de camundongos diabéticos, tendo em vista que a subpopulagdo de macréfagos
derivados de mondcitos estava aumentada nesses animais. Nosso resultado estd de acordo
com estudo prévio (Rivollier et al., 2012) mostrando que a populagdo de macréfagos
F4/80"MHII'CD11C" tem alta capacidade de fagocitar esferas de plastico. A realiza¢do de um
novo ensaio utilizando um agente que ative receptores de reconhecimento padrdao (PRR) em
macréfagos pode ser interessante pois seria possivel avaliar se a ativagdo dos macrofagos e a

resposta inflamatdria € similar aquela desencadeada por esferas.

O conjunto de alteragdes observadas na mucosa de camundongos NOD pode
contribuir para a formacdo, nesses animais, de um ambiente intestinal desfavoravel ao
estabelecimento da tolerancia oral e para o aumento da reatividade a antigenos do lumen
intestinal. Além disso, os defeitos na reatividade imunoldgica no intestino podem ter
repercussoes sist€micas e favorecerem o desenvolvimento da pancreatite e a progressao do
diabetes. Acreditamos que o entendimento da relagdo entre as alteracdes da mucosa intestinal
e a inflamacdo pancreatica pode auxiliar no entendimento da patogénese da diabetes do tipo 1
também podem ampliar as possibilidades de intervengdo clinica eficaz para a prevencdo e

tratamento da doenca.
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6. Conclusao

O infiltrado inflamatdrio agressivo € observado no pancreas de camundongos modelo para a
diabetes autoimune. Estes animais sdo refratdrios para indugdo de tolerancia oral mesmo antes

do desenvolvimento da doenga.

Nao ha sinais histolégicos de inflamacdo no intestino delgado destes animais porem a
homeostase intestinal é perdida devido a defeitos intrinsecos nos mecanismos de barreira

imunoldgica.

A producdo de muco e IgA estdo reduzidos nestes animais o que pode ser explicado por

alteracOes na frequéncia de células especificas no GALT.

Camundongos NOD apresentam alteradas frequéncias de células B na placa de Peyer .

O ambiente tolerogénico intestinal necessario para o estabelecimento da tolerancia oral pode
estar prejudicado devido a alteracOes na frequéncia de macréfagos reguladores e inflamatorios

no intestino que leva a reducdo da IL-10 secretada no intestino.

A alteragc@o de populacdes intestinais estd relacionada ao desenvolvimento da diabetes nestes

animais.

Estas observacdes auxiliam no entendimento da fisiologia do sistema imune em organismos
susceptiveis a diabetes. Entender os eventos relacionados ao desenvolvimento da doenca

proporciona ferramentas que podem ser eficaz estratégias de prevencao do diabetes.
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7. Perspectivas

Comparar a capacidade de induc¢do de tolerancia oral entre as linhagens NOD e NOR;

Avaliar a composi¢cdo do MUCO em camundongos NOD. Determinar a concentracdo de

proteinas MUC2;

Avaliar a reatividade da IgA secretéria e os mecanismos envolvidos na deficiéncia deste

anticorpo no muco de camundongos NOD;

Avaliar a composicdo da microbiota e a presenca de bactérias SFB e relacionar com o

desenvolvimento do diabetes;

Realizar ensaios in vitro com macréfagos isolados da mucosa de camundongos NOD e avaliar

a producdo de citocinas apos o estimulo;

Propor estratégias de imunomodulagdo que possam reverter as modificacdes observadas na

mucosa de camundongos diabéticos € melhorar ou reduzir a incidéncia da doenca.
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