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RESUMO

A diabetes tipo 1 (T1D) ¢ uma doenga autoimune Orgdo-especifica, caracterizada pela
destruicdo progressiva das células B pancreaticas, produtoras de insulina, por leucdcitos
autorreativos e seus mediadores. Na progressdo da inflamagdo nas ilhotas de Langerhans,
observa-se o papel determinante de linfocitos T CD4" e CDS8' autorreativos com
especificidade para auto-antigenos pancredticos, assim como o aumento de citocinas pro-
inflamatorias como IL-1P3, IFN-y e TNF-a. Para mimetizar a T1D experimentalmente em
camundongos, foi escolhido o modelo de multiplas doses de estreptozotocina (STZ), um
agente alquilante com agao citotdxica que € capaz de instaurar fenotipo e infiltrado celular nas
ilhotas pancredticas mais semelhante com o que ¢ visto na T1D humana. Paralelamente,
estudos anteriores mostraram que respostas imunes devidas a estimulos provenientes do
intestino podem modular a inflamagdo prejudicial que culmina com o estabelecimento da
T1D. Diante disso, o objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial imunomodulatorio da
linhagem Lactococcus lactis MG1363 FnBPA " portadora dos vetores de expressdo eucariotica
pValac::dts::/L-4 ou pValac::/L-10, administrada pela via intragastrica a camundongos
C57BL/6 machos, no modelo de T1D induzido quimicamente por multiplas doses de STZ.
Através do monitoramento do peso e do acompanhamento dos niveis de glicemia e glicosuria,
verificou-se que todos os animais que receberam multiplas doses de STZ se tornaram
diabéticos, logo apds a indug¢do quimica da T1D experimental. Entretanto, os animais que
receberam a administracgio combinada das linhagens L. lactis MG1363 FnBPA"
(pValac::dts::IL-4) e L. lactis MG1363 FnBPA" (pValac::/L-10) apresentaram o menor grau
de insulite entre os demais grupos que também receberam inje¢des intraperitoneais de STZ e
também mostraram niveis, estatisticamente maiores, de IL-2, quando comparados aos animais
que receberam apenas as inje¢des de STZ (Grupo controle positivo), indicando um estimulo a
expansdo e ativacao de células Treg no pancreas. Assim, este trabalho constitui um primeiro
passo na busca pelo entendimento dos mecanismos intrinsecos a T1D utilizando L. lactis para
a entrega de vetores codificadores das interleucinas 4 e 10, pela via intragastrica, no modelo
de diabetes induzida quimicamente por STZ. Logo, os resultados obtidos trazem novos
questionamentos sobre os efeitos imunomodulatérios verificados, visando uma melhor
compreensdo dos mecanismos associados a progressdo da T1D e, possivelmente, auxiliando

na busca por terapias alternativas.



ABSTRACT

Type 1 diabetes (T1D) is an organ-specific autoimmune disease, characterized by the
progressive destruction of insulin-producing pancreatic islets B cells by autoreactive
leukocytes and their mediators. In the progression of inflammation in the islets of Langerhans,
the determinant role of autoreactive CD4" and CD8" T lymphocytes with specificity for
pancreatic autoantigens, as well as the increase of pro-inflammatory cytokines, such as IL-1f3,
IFN-y e TNF-a, is observed. In order to mimic the experimental diabetes in mice, it was
chosen the model of multiple doses of streptozotocin (STZ), an alkylating agent with
cytotoxic action able to establish phenotype and cellular infiltrate in the pancreatic islets more
similar with the human TID. Simultaneously, previous studies have shown that immune
responses due to stimuli from the gut can modulate the harmful inflammation, which
culminates in the onset of the disease. Therefore, the objective of the present study was to
evaluate the immunomodulatory potential of Lactococcus lactis MG1363 FnBPA" carrying
the eukaryotic expression vectors pValac::dts::/L-4 and pValac::IL-10, administered by the
intragastric route to male C57BL/6 mice, in the T1D chemically induced model by multiple
doses of STZ. By monitoring weight and glycemia and glycosuria levels, all animals that
received multiple doses of STZ became diabetic soon after the chemical induction of
experimental T1D. However, animals that received both the L. lactis MG1363 FnBPA"
(pValac::dts::/L-4) and the L. lactis MG1363 FnBPA" (pValac::IL-10) strains showed the
lowest degree of insulitis among the groups that also received the intraperitoneal injections of
STZ and also presented statistically higher levels of IL-2, when compared to the animals that
received only the injections of STZ (positive control group), indicating a stimulus to
expansion and activation of Treg cells in the pancreas. Thus, this study constitutes a first step
in the search for the understanding of the mechanisms intrinsic to T1D using L. lactis for
delivery of vectors encoding interleukins 4 and 10, by the intragastric route, in the STZ-
induced diabetes model. Therefore, the results obtained raise new questions about the
immunomodulatory effects verified, aiming at the understanding of the mechanisms
associated with the progression of T1D and, possibly, helping in the search for alternative

therapies.



1. INTRODUCAO



1.1 Diabetes Mellitus

A diabetes mellitus ¢ uma desordem metabolica complexa que pode provocar
disfuncdes fisiologicas no metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas, sendo seu
principal sinal clinico a hiperglicemia persistente, causada pela auséncia da secregdo,
resisténcia ou deficiéncia de insulina (Karamanou, 2016; Zaccardi et al., 2016). Atualmente,
de acordo com a International Diabetes Federation, um entre onze adultos no mundo tem
diabetes, o que equivale a, aproximadamente, 415 milhdes de pessoas, e a estimativa é que
esse numero suba para 642 milhdes até o ano de 2040 (International Diabetes Federation,
2015). No Brasil, cerca de 6% da mortalidade registrada, entre todas as idades, ¢ devido a

diabetes (World Health Organization, 2016).

Existem duas principais formas de diabetes mellitus: a diabetes tipo 1 (T1D — do
inglés, Type I Diabetes), que ¢ uma doenga autoimune na qual ocorre a destrui¢cao progressiva
das células 3 pancreaticas, responsaveis pela produgdo de insulina; e a diabetes tipo 2 (T2D —
do inglés, Type 2 Diabetes), na qual o individuo pode apresentar resisténcia a insulina em

tecidos periféricos ou a producdo desse hormonio ocorre de forma anormal (Harcourt ef al.,

2013).

1.1.1 Diabetes tipo 1

A TID ¢ uma doenga autoimune orgao-especifica, caracterizada pela infiltragdo de
células mononucleares (incluindo linfocitos T e B), mondcitos, células dendriticas e células
natural killer (NK) nas ilhotas pancredticas — processo denominado insulite, resultando na
destruicdo seletiva das células 3 (Boldison & Wong, 2016). Apesar da T1D ser diagnosticada
em qualquer idade, trata-se de uma das doengas cronicas mais comuns da infancia, sendo
diagnosticada, em sua maioria, entre 5-7 anos de idade ou préoximo a puberdade (Atkinson et
al., 2014). Atualmente, a T1D representa 10 a 15% dos casos de diabetes mellitus, porém, a
cada ano, o numero de acometidos aumenta cerca de 3%. O Brasil ¢ o terceiro pais do mundo

com o maior numero de criancas com T1D (International Diabetes Federation, 2015).

Os critérios para diagndstico da diabetes foram estabelecidos por um consenso da
WHO (do inglés, World Health Organization), American Diabetes Association (ADA) e
Canadian Diabetes Association (CDA), sendo eles: (i) glicemia > 126 mg/dL (7,0 mmol/L)
apos jejum de oito horas; (ii) glicemia > 200 mg/dL (11,1 mmol/L) medida duas horas apos a

ingestao de 1,75 g de glicose por kg (dose méxima permitida: 75 g de glicose) pela via oral;
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(ii1) glicemia aleatdria > 200 mg/dL (11,1 mmol/L); ou (iv) niveis de HbAlc (hemoglobina
glicada) > 6,5%. Porém, a classificagdo entre TID e T2D depende de varidveis na
apresentacdo clinica do diagndstico, como a idade do paciente, brusquidao da hiperglicemia,
presenca de cetose, grau de obesidade e necessidade de insulina no momento do diagndstico
(Alam et al., 2014; World Health Organization, 2016). Apesar dos esfor¢os para padronizar o
diagnostico da T1D e, assim, agilizar a terapia adequada para o acometido, as causas ¢ a
tipologia da doenca em questdo permanecem incertas. Entre 5 e 15% dos adultos
diagnosticados com T2D podem, na realidade, ter T1D com autoanticorpos circulantes, o que
significa que o nimero de casos de TID pode estar subestimado e, mais importante, que
pessoas podem estar em risco devido ao diagndstico incorreto (Atkinson et al., 2014). Dessa
forma, a busca incessante pela compreensdo da TI1D por completo, como o seu
desenvolvimento, diagnostico, particularidades e terapias efetivas sdo de extrema importancia,

considerando o preocupante cenario global dessa desordem.

Atualmente, os sinais clinicos mais comuns apresentados pelos afetados da T1D sido:
polidipsia (sede excessiva), poliuria (aumento da produc¢do de urina) e perda de peso
(Simmons & Michels, 2015). Apesar das melhorias na terapia insulinica intensiva e no
monitoramento da glicemia alcancadas nas tUltimas décadas, a maioria dos individuos
portadores da T1D ndo se mantém na faixa recomendada de niveis glicémicos. Sendo assim,
essas pessoas estdo sujeitas, por um alto risco, a desenvolver complicagdes microvasculares
(como retinopatias, nefropatias e neuropatias) e, também, macrovasculares (como doencas
cardiovasculares) associadas ao diabetes, hipoglicemia severa e depressdo (Simmons et al.,

2016).

A T1D pode ser classificada como pré-sintomatica, que se caracteriza por um declinio
na massa de células P, mas o acometido ainda ndo apresenta os sintomas; ou como
sintomadtica, fase em que os sintomas da hiperglicemia, como politria, sede e perda de peso se
tornam evidentes. Alternativamente, a T1D pode ser subdividida em trés estdgios: no primeiro
observa-se a presenca de autoanticorpos e auséncia de disglicemia (alteracdo da taxa
glicémica); ja no segundo estagio o individuo apresenta, além de autoanticorpos, disglicemia;
enquanto no terceiro estdgio os sintomas aparecem, caracterizando a fase sintomadtica da

doenga (Figura 1.1) (Katsarou et al., 2017).
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Figura 1.1: Estagios de desenvolvimento da T1D. *: Autoimunidade direcionada as células ,
marcada pela presenga de autoanticorpos anti-antigenos das ilhotas pancreaticas, geralmente esta
presente meses ou até anos antes do inicio da perda de células . Fonte: Katsarou et al., 2017.

Nos estudos que visam tracar uma correlacdo entre os fatores de suscetibilidade a
doenga e o desenvolvimento da TID, destacam-se a influéncia de fatores genéticos,
ambientais e a presenca de autoanticorpos especificos. As regides génicas associadas a
suscetibilidade a doenga em questdo foram denominadas loci idd (do inglés, insulin-
dependent diabetes). O locus do HLA (do inglés, Human Leukocyte Antigen system) de classe
I1, localizado no cromossomo 6, ¢ um dos loci idd mais bem estudados na literatura. Os genes
HLA codificam proteinas de superficie celular envolvidas na apresentacdo de antigenos e
auto-tolerancia, sendo, assim, genes criticos na regulacdo da resposta imunologica (Zaccardi
et al., 2016). Os haplotipos HLA-DR3-DQ2 e HLA-DR4-DQ8 sdo indicados como os
principais fatores de risco genético a T1D devido a sua associacdo com o aparecimento de
autoanticorpos [como anti-insulina e anti-GAD65 (do inglés, Glutamic Acid
Descarboxylase)]. Ademais, esses haplotipos parecem determinar a idade em que ocorrera a
soroconversao, a qual consiste na idade mais precoce em que algum autoanticorpo especifico
¢ detectado. Logo, isso implica que individuos que possuem esses hapldotipos de
suscetibilidade apresentam um risco aumentado de desenvolver autoanticorpos mais
precocemente e, por conseguinte, chegar a fase sintomdtica da doenca mais rapidamente

(Wallberg & Cooke, 2013; Li et al., 2014).
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Estudos mostraram que a T1D ¢ uma doenga que possui varios fatores genéticos de
risco associados, porém, apenas esses fatores ndo sdo suficientes para o desenvolvimento da
desordem — ja que possuem baixa penetrancia. Nota-se, também, que a taxa de concordancia
para T1D entre gémeos monozigodticos ¢ de 30%; o que também ressalta a influéncia dos
fatores ambientais no progresso da doenga. Varias influéncias ambientais tém sido propostas
como possiveis fatores etiologicos da T1D, como: infec¢des virais (principalmente por
enterovirus), a introducdo de leite de vaca e alimentos com gliten, prematuramente, na
alimentacdo do bebé e, até, eventos gestacionais. No entanto, ainda ¢ necessaria a validagao
desses agentes como possiveis determinantes da doenca, através da compreensdo de como
esses mecanismos influenciariam a autoimunidade ou como uma combinagdo de eventos
ambientais dispararia o aparecimento de autoanticorpos contra células [ pancredticas

(Simmons & Michels, 2015; Katsarou et al., 2017).

Os primeiros indicios de autoimunidade nos individuos que, posteriormente,
desenvolverdo a T1D consistem na presenca de autoanticorpos anti-insulina e anti-GAD65;
sendo a ordem de aparecimento desses determinada por diferengas genéticas e idade.
Subsequentemente, outros autoanticorpos podem surgir, como aqueles que tém como alvo as
tirosina fosfatases [A-2 (do inglés, Insulinoma Antigen 2) e 1A-2B (do inglés, Insulin
Antibody-2B3) ou o transportador de zinco ZNTS8. Essas proteinas sdo encontradas na
membrana de vesiculas secretorias e a funcdo de IA-2 e IA-2p ainda ndo foi esclarecida.
Sabe-se, porém, que o aparecimento de autoanticorpo anti-IA-2 aumenta, significantemente, o
risco do individuo chegar a fase sintomatica da T1D (Waldron-Lynch & Herold, 2011;
Katsarou et al., 2017).

Sabe-se que, antes de chegar a fase clinica, quando geralmente a doenga ¢
diagnosticada, ocorre uma série de eventos (fase pré-clinica) que sdo determinantes para o
progresso da T1D (Figura 1.2). O desenvolvimento da diabetes inicia-se com a suscetibilidade
genética do individuo concomitante a um fator ambiental. No pancreas, ocorre um aumento de
producdo de interferon alfa (IFN-a) pelas células B e, subsequentemente, da expressdo de
MHC (do inglés, Major Histocompatibility Complex) de classe 1. Isso faz com que as células
B sejam expostas ao ataque de linfécitos T CD8" autorreativos com especificidade para auto-
antigenos pancreaticos. Por conseguinte, esses auto-antigenos liberados pelas células
produtoras de insulina sdo internalizados pelas células apresentadoras de antigenos (APCs —

do inglés, Antigen-Presenting Cells) residentes e levados para o linfonodo pancreatico.
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Simultaneamente a esses eventos, na periferia, o fator ambiental causou uma mudanga no
perfil metabodlico do individuo, criando um ambiente pro-inflamatério que favorece respostas
de linfécitos T efetores, em detrimento das respostas de linfécitos T reguladores (Treg). Os
auto-antigenos das células [ pancredticas apresentados nesse contexto pro-inflamatorio,
juntamente com linfocitos T CD4", induzem a diferenciacio de linfocitos B em plasmdcitos,
dando inicio, assim, a producio de auto-anticorpos (soroconversdo). Os linfocitos T CD8"
autorreativos também sdo estimuladas a proliferar e migrar para o pancreas. Ha, entdo, uma
segunda onda de morte de células 3, decorrente da agdo de granulos citotoxicos, como
perforina e granzima, assim como a atuacdo de citocinas pro-inflamatorias, como IFN-y
(interferon y) e TNF-a (fator de necrose tumoral o — do inglés, Tumor Necrosis Factor a),
resultando no comprometimento da producdo de insulina — chamado de pseudo-atrofia. Tal
fato causa a liberagdo de novos auto-antigenos que sdo englobados pelas APCs, incluindo os
linfécitos B que migraram para o pancreas, e essas se transportam para o linfonodo
pancreatico. Isso faz com que surjam novas especificidades de linfocitos T CD4" e T CD8" e
linfocitos B, em um processo conhecido como espalhamento de epitopo, provocando uma
deplecdo ainda mais severa das células [, tanto na fun¢do como na massa. De forma
surpreendente, a inflamagdo auto-imune gerada pode estimular a proliferacdo de células f.
Ademais, em alguns casos, os linfocitos Treg podem se sobrepor e atenuar a resposta imune
efetora. Assim sendo, o balanco entre a resposta autorreativa destrutiva e a resposta
reguladora pode promover um estado transiente de producdo de insulina auto-suficiente,
mesmo apds o inicio clinico da doenga — periodo conhecido como “fase de lua-de-mel”.
Eventualmente, a resposta autorreativa prevalece, levando a destruicdo quase que completa
das células B produtoras de insulina, o que faz com que, quando a T1D ¢ diagnosticada,

apenas 10-30% das células 3 estdo funcionais (Van Belle ef al., 2011).

Apesar desses eventos propostos, ainda had varios questionamentos que precisam ser
esclarecidos acerca do desenvolvimento da T1D. Em busca dessas respostas, a utilizacdo dos
modelos experimentais em camundongos tem sido fundamental para o avanco das pesquisas

visando a elucidagdo dos mecanismos envolvidos na progressao da doenca.
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Figura 1.2: Representacio esquemaitica dos possiveis eventos envolvidos no surgimento e

desenvolvimento da T1D. Fonte: Van Belle et al., 2011.

1.1.1.1 Modelos experimentais: camundongos NOD e inducio quimica por

estreptozotocina

Cientes da importincia e da necessidade de buscar o entendimento da doenga com o

intuito de proporcionar melhorias na qualidade de vida dos diabéticos, ao longo dos ultimos

35 anos, pesquisas tém sido realizadas utilizando, como principal modelo animal, o

camundongo NOD (do inglés, Non-Obese Diabetic). Essa linhagem foi desenvolvida a partir

de intercruzamentos da linhagem de camundongos propensa a catarata JcI:ICR na década de

80, por Makino e colaboradores (Makino et al.,

1980; Kikutani & Makino, 1992). Os

camundongos NOD desenvolvem a diabetes autoimune espontaneamente, entretanto, a

incidéncia dessa desordem € de 60-80% em fémeas e 20-30% em machos. Essa incidéncia

tende a se manter alta quando os camundongos sdo mantidos em um ambiente germ-free. O

aparecimento da T1D geralmente ocorre entre 12 a 14 semanas de idade em camundongos

NOD fémeas e um pouco mais tardiamente em machos. Analises histologicas demonstraram
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que um infiltrado mononuclear pode ser visualizado ao redor das ilhotas pancreaticas (peri-
insulite) com 3-4 semanas de idade. Esse infiltrado evolui e invade as ilhotas (insulite) nas
semanas subsequentes, sendo que a maioria dos animais NOD apresenta insulite severa na 10*

semana de vida (Anderson & Bluestone, 2005).

A linhagem de camundongos NOD apresenta algumas similaridades importantes com
a TID em humanos, como a presenga de autoanticorpos especificos para antigenos
pancredaticos, células T autorreativas e o componente genético na suscetibilidade a doenca
(Pearson et al., 2016). Desde que essa linhagem foi criada, muitas drogas testadas em
camundongos NOD mostraram-se eficientes em prevenir, atrasar e, até mesmo, reverter a
T1D experimental. Contudo, essas mesmas substancias ndo demonstraram o efeito esperado
em testes clinicos. Assim, visto que a validade do modelo animal mais utilizado na pesquisa

da T1D ¢ questionavel, outros modelos animais para o estudo da doenga devem ser

considerados (Reed & Herold, 2015).

Antes do uso dos camundongos NOD, a TI1D era induzida quimicamente em
camundongos com multiplas doses de estreptozotocina (STZ). Esse modelo para estudo da
T1D foi criado por Like e Rossini, em 1976, e desde entdo, foi vastamente utilizado na
pesquisa por apresentar semelhangas significativas com a doenca em humanos (Like &
Rossini, 1976; Leiter, 1982). A STZ ¢ um composto natural, isolado da bactéria encontrada no
solo Streptomyces achromogenes, que apresenta, em sua estrutura quimica, uma nitrosoureia
ligada a um grupo metilo e a uma molécula de glicose (Figura 1.3). Esse composto quimico
caracteriza-se como um agente alquilante, hidrofilico e que possui meia-vida de 5-15 minutos

(Rossini et al., 1977).

Porgao
deoxiglicose

P— Porcao

N N=—N—"CH, metilnitrosoureia

Figura 1.3: Estrutura quimica da estreptozotocina. Adaptado: Wu & Yan, 2015.
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A STZ ¢ particularmente danosa para as células 3 pancreaticas por ser um analogo
citotoxico da glicose que ¢ transportado para o interior das mesmas, via proteina
transportadora de glicose 2 (GLUT2). Esse receptor ¢ o unico transportador de glicose de
células mamiferas que reconhece a STZ e faz com que ela se desloque para dentro da célula.
Ademais, as células  apresentam altos niveis de expressdo de GLUT2, tornando, assim, a

toxicidade de STZ sitio-especifica (Lenzen, 2008).

Dentro da célula produtora de insulina, o mecanismo de agdo de STZ que culmina na
morte celular tem sido muito estudado ao longo dos anos. Logo, foram propostas trés vias
envolvidas:

1)  Metilagdo do DNA (4cido desoxirribonucleico — do inglés, Deoxyribonucleic Acid): a
adicao de grupos metila ao DNA da célula [ resulta na ativagdo da enzima nuclear poli-ADP
(adenosina difosfato — do inglés, Adenosine Diphosphate) ribose-sintetase, em uma tentativa
de reparo celular, levando a deple¢io de NAD' (do inglés, Nicotinamide Adenine
Dinucleotide) e, consequentemente, dos estoques de ATP (adenosina 5’-trifosfato — do
inglés, Adenosine 5°-Triphosphate), como resultado de uma super-estimulacdo dos
mecanismos de reparo do DNA. O esgotamento das reservas de energia da célula 3 resulta
na inibi¢do da biossintese e secrecdo de insulina, culminando com o processo de necrose
celular. Apesar do processo de metilacio do DNA ser o principal responsavel pela morte
celular, a metilagdo de proteinas por STZ também contribui para a toxicidade desse
composto as células [ pancreaticas (Murata et al., 1999; Pieper et al., 1999; Bolzin &
Bianchi, 2002).

i1) Producdo de o6xido nitrico (NO — do inglés, Nitric Oxide): outro mecanismo
responsavel pela a¢do diabetogénica do STZ tem sido atribuido a sua capacidade de agir
como doador de NO nas células pancreaticas, levando a alquilagdo do DNA e, como
consequéncia, a morte celular. As células B sdo particularmente sensiveis aos danos
causados pelo NO e também pelos radicais livreis devido a essas apresentarem baixos niveis
de enzimas de eliminacdo desses compostos danosos (Spinas, 1999).

ii1) Geracdo de radicais livres: STZ ¢ conhecido por causar aumento nos niveis de
malonaldeido (MDA — do inglés, Malondialdehyde) e, paralelamente, diminuicdo da
atividade de enzimas antioxidantes, como calalase, glutationa-peroxidase e superoxido
dismutase. Essas alteragdes resultam na suscetibilidade do pancreas a indugdo de estresse
oxidativo por STZ. Outro envolvimento importante de espécies reativas de oxigénio (ROS —

do inglés, Reactive Oxygen Species) durante o metabolismo de STZ ¢ a producdo de acido
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urico como produto final da degrada¢do de ATP. Essa reagdo gera ROS, como os radicais

hidroxil e superdxido, acelerando o processo de destrui¢do das células B (Eleazu et al.,

2013).

A indugdo quimica da T1D por multiplas doses de STZ proporciona o estabelecimento
rapido e eficaz da doenga em camundongos C57BL/6 machos, facilitando, assim, o estudo
dessa desordem. Esse modelo experimental exibe fenotipo e infiltrado celular das ilhotas
pancredticas mais parecidos com o que ¢ visto na T1D humana (Miiller ef al., 2002; Costa et
al., 2016). Além disso, ja foi demonstrado que o tratamento com STZ ¢ responsavel pelo
desenvolvimento de uma resposta humoral com producdo de anticorpos e, também, elicita
uma resposta celular mediada por linfécitos T autorreativos para antigenos das células 3
(Herold et al., 1995; Horwitz et al., 2002). Em fun¢do dessas caracteristicas, o modelo de

multiplas doses de STZ foi o escolhido para inducgao experimental da T1D neste trabalho.
1.1.1.2 A IL-4 e IL-10 no contexto da T1D

Descoberta em 1982, a interleucina (IL) 4 consiste em uma citocina atraente para o
estudo da T1D por ser produzida por células T auxiliares (Th — do inglés, T helper) do tipo
Th2 ativadas (Jansen et al., 1990; Luzina et al., 2011) e induzir a diferenciacdo e ativagao de
macrofagos MO (macréfagos naive) para o perfil M2, os quais sdo reconhecidos por regular a
inflamacdo (Gordon & Martinez, 2010). Além disso, a IL-4 induz a diferenciacdo de células
Th em células Th2, o que resulta na liberagdo de citocinas desse padriao de resposta
imunolodgica e inibi¢do da diferenciag¢do de células Thl e Th17 (Opal & DePalo, 2000; Luzina
etal.,2012).

Ja a IL-10 se torna interessante nos estudos envolvendo a TID por ser
reconhecidamente uma citocina com potente atividade anti-inflamatoria (Moore et al., 2001).
Ademais, a IL-10 pode ser produzida por varias células, como mondcitos, macréfagos, células
B, células Treg, Thl, Th2, Th17 e células dendriticas (Tian et al., 2014). Essa citocina atua
como um importante regulador imune, podendo inibir a secre¢ao de citocinas do padrao Thl,
como IFN-y, e estimular a diferenciagdo e proliferacdo de linfocitos B, T e macrofagos

(Asadullah, 2003).

Assim, visto a importancia da regulagdo imunoldgica e do papel chave das citocinas
no desenvolvimento da T1D, varios estudos testaram o potencial terapéutico de IL-4 e IL-10,

por diferentes formas de entrega e rotas de imuniza¢do, em camundongos NOD que tiveram
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como resultado a reducdo da severidade da insulite € normoglicemia (Rapoport ef al., 1993;

Pennline et al., 1994; Rabinovitch et al., 1995; Cameron et al., 1997; Papaccio et al., 2002).

Em 1999, Wood e colaboradores demonstraram que a administragdo de STZ suprime a
proliferacdo de linfécitos T do timo em resposta a estimulagdo com mitdgeno in vitro. Foi
visto, também, que a secrecdo de IL-4 foi dramaticamente reduzida, enquanto que a secre¢ao
de IL-2 e IFN-y por linfocitos T ndo foi, significativamente, inibida. Foi, entdo, adicionado
IL-4 & cultura de linfocitos T provenientes de animais que passaram pela administracdo de
STZ. Como resultado, observou-se a restauragdo da resposta proliferativa das células em
cultura. Nos testes in vivo, camundongos BALB/c machos foram submetidos a cinco doses
diarias e consecutivas de STZ na concentragdo de 40 mg/kg. Os animais foram pré-tratados
com a proteina IL-4 recombinante (rIL-4), pela via subcutanea, por duas semanas antes ¢ duas
apos a inducdo quimica da T1D; o que resultou na reversdo do defeito de proliferagdo de
timocitos induzido por STZ e preveniu tanto a destruicdo da ilhota pancreatica como a

hiperglicemia (Wood ef al., 1999).

Em outro estudo, foram utilizadas nanomicelas cationicas, injetadas pela via
intramuscular, para entrega de plasmideos codificadores de IL-4 e IL-10 no modelo de
multiplas doses de STZ em camundongos BALB/c machos. Os resultados mostraram niveis,
significativamente, maiores de IL-4 e IL-10 no soro dos animais que receberam as
nanomicelas contendo um tnico plasmideo codificador dessas citocinas, assim como niveis
reduzidos de glicemia. Na andlise histoldgica, os pancreas desses animais exibiram um pouco
de infiltrado inflamatério nas ilhotas, mas esse era bem menor do que o exibido por animais
que tiveram apenas a administragdo de STZ, indicando um efeito protetor das citocinas IL-4 e

IL-10 (Mandke & Singh, 2012).

Dessa forma, no contexto inflamatério da T1D, as citocinas IL-4 e IL-10 surgem como
boas candidatas para o estudo dos mecanismos envolvidos nessa desordem, assim como uma
nova terapia, visando a manuten¢do das células [ pancreaticas e, consequentemente, a
normoglicemia (Waldron-Lynch & Herold, 2011). Entretanto, a estratégia para entrega dessas
citocinas ¢ um desafio recorrente nas pesquisas atuais. Nesse cenario, o uso de bactérias como
veiculos de entrega de DNA emerge como uma alternativa favoravel, abrindo novas

perspectivas para o estudo de diversas desordens por meio da imunomodulagao.
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1.2 Bactérias como veiculos de entrega de DNA

Em 1980, Schaffner demonstrou, pela primeira vez, que as bactérias também sdo
capazes de transferir material genético diretamente para células mamiferas in vitro, quando
copias em tandem do genoma do virus SV40 carreadas por Escherichia coli foram
transferidas, em co-cultura, para células de mamiferos. Desde entdo, varios sistemas de

transferéncia tém sido desenvolvidos e/ou melhorados (Schoen et al., 2004).

Assim, o processo de transferéncia do DNA plasmidiano para células mamiferas
consiste na entrada da bactéria na célula alvo por meio de endocitose e, entdo, essa € mantida
em uma vesicula que ira se fundir ao lisossomo, formando o fagolisossomo com o intuito de
degradar a bactéria. Nesse momento, por esses mecanismos ndo estarem completamente
esclarecidos, ha duas hipdteses: na primeira, a bactéria ¢ lisada no fagolisossomo e o
plasmideo consegue escapar para o citoplasma ou, como segunda hipotese, a bactéria escapa
do compartimento de degradagdo, sofre lise no citoplasma e libera o plasmideo.
Subsequentemente, esse plasmideo ¢ translocado para o nucleo, onde a ORF (janela aberta de
leitura — do inglés, Open Reading Frame) de interesse sera expressa (Figura 1.4) (Schoen et

al., 2004; Pontes et al., 2011).
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Figura 1.4: Representacio esquematica da transferéncia do DNA plasmidiano carreado por uma
bactéria para células mamiferas. (1) A célula intestinal e a bactéria com a ORF de interesse. (2)
Entrada da bactéria na célula alvo. (3) Escape da bactéria do fagolisossomo. (4) Lise bacteriana. (5 e
6) Liberagdo dos plasmideos no citoplasma e transferéncia desses para o nucleo da célula hospedeira.
(7) Expressdo da ORF de interesse dentro do nucleo. (8) Transcri¢do e tradugdo da proteina de
interesse pela maquinaria da célula eucaridtica. Adaptado: Pontes et al., 2011.
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A utilizagdo de bactérias como veiculos de entrega de vacinas de DNA apresenta
varias vantagens em comparacdo com outras estratégias de vacinagdo, como carreadores
virais, DNA nu, entrega de purificados ou antigenos proteicos. A primeira vantagem
observada ¢ a entrega da ORF de interesse de maneira “segura” diretamente para a célula
mamifera, dado que a bactéria funciona como uma barreira contra possiveis degradagdes por
nucleases, por exemplo. Uma outa vantagem ¢ a permissdo de expressdo de antigenos
modificados  pos-traducionalmente e a  apresentagdo de  epitopos  restritos
conformacionalmente, ja que todo o processamento ¢ feito pela maquinaria eucaridtica. Além
disso, linhagens bacterianas carreadoras sdo de facil manipulagdo, uma vez que, nesse caso,
ndo sdo necessarias etapas adicionais de amplificagdo e purificagdo do plasmideo (Schoen et
al., 2004). Ademais, a utilizagdo de bactérias vivas por si so ja contribui como um adjuvante

imunoestimulatorio devido as caracteristicas inatas desse vetor (da Silva et al., 2014).

Um fator importante para alcancar o sucesso na estratégia de vacinacdo de DNA
utilizando bactérias carreadoras ¢ a escolha de uma boa rota de imunizacdo. Dessa forma, a
via de mucosas se destacou das demais por apresentar efeitos secundarios reduzidos, ser de
facil administragdo, ter custos de produgdo e implementacao reduzidos e, principalmente, pela
capacidade de estimular tanto respostas imunes locais quanto sistémicas — o que ndo ocorre na
via parenteral, por exemplo (Schoen et al., 2004; da Silva et al., 2014; Banerjee & Mitragotri,
2017). Para que essas respostas imunologicas ocorram, primeiramente a bactéria precisa
transpor a barreira epitelial, o que pode acontecer de trés formas distintas: pelas células M das
vilosidades intestinais ndo-associadas a placa de Peyer [foliculo indutivo de mucosa no qual
ocorre apresentacdo de antigenos pelas APCs para os linfécitos e formagao da resposta imune,
incluindo também a sintese de IgA (imunoglobulina A)], pela extensdo dos dendritos das
células dendriticas entre as jungdes das células epiteliais e, o que se sucede na maioria dos
casos, pela absorcao das células M que estdo localizadas no epitélio associado a foliculos de
tecidos linfoides associados a mucosas (GALT — do inglés, Gut-Associated Lymphoid
Tissues), como as Placas de Peyer. Essas cé¢lulas M, caracterizadas pela borda irregular “em
escova” e reducdo de microvilos, sdo especializadas em transpor macromoléculas luminais,
antigenos particulados e microrganismos comensais e patogénicos pela barreira epitelial
(Figura 1.5). Logo, quando esses chegam na placa de Peyer, eles sdo capturados pelas APCs,
podendo se propagar para o baco, figado e linfonodos. Apods essa ingestdo pelas células
dendriticas, por exemplo, o0 DNA plasmidiano ¢ liberado no citosol, chegando até o nucleo,

onde ¢ expresso. O antigeno ¢ entdo reconhecido como endogeno e, assim, apresentado via
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moléculas MHC de classe I, gerando uma resposta T CD8" especifica. Porém, o antigeno
também pode ser produzido por outras células infectadas, sendo esse capturado por uma APC
para processamento e posterior apresentacdo via MHC de classe 11, o que resulta na ativagdo
de linfocitos Th CD4" e linfocitos B, sendo que esse ultimo culmina na produgdo de

anticorpos (Schoen et al., 2004; Meeusen, 2011; Lamichhane et al., 2014).
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Figura 1.5: Representagdo esquematica da dinimica do sistema de amostragem dos antigenos da
mucosa. A maioria dos antigenos presentes na mucosa ¢ recolhida do limen pelas células M
localizadas no epitélio associado a foliculos de GALT (como as placas de Peyer, por exemplo). Nessa
estrutura linfoide, abaixo da barreira epitelial, estdo presentes linfocitos e APCs, como as células
dendriticas. Antigenos e microrganismos internalizados s3o capturados por essas APCs e
consequentemente sdo apresentados a linfécitos, iniciando, assim, respostas imunes antigeno-
especificas. Ademais, células M das vilosidades intestinais funcionam como uma porta para
amostragem de bactérias entéricas e também algumas células dendriticas intraepiteliais podem
estender protusdes até o limen intestinal e capturar antigenos diretamente. Adaptado: Lamichhane et
al.,2014.

Para a escolha da bactéria carreadora do plasmideo vacinal/terapéutico, existem duas
alternativas: patdgenos atenuados e bactérias nao-patogénicas. Ciente de que, com a utilizagao
de patogenos atenuados, ha o risco de reversdo do potencial patogénico e restricdo do uso em
criangas e pacientes imunossuprimidos, surge a predilecdo pelo uso de bactérias nao-
patogénicas. Nesse cendrio, devido as suas caracteristicas intrinsecas, um grupo de bactérias

se destaca como vetores promissores: as bactérias lacticas (BL).

22



1.2.1 Bactérias lacticas

As BL formam um grupo de microrganismos que sdo caracterizados como Gram-
positivos, ndo-formadores de esporos, imoveis e anaerdbios facultativos. Esse agrupamento
ndo reflete uma classificacdo filogenética, mas sim um conjunto de bactérias que, dentre as
outras caracteristicas em comum supracitadas, apresentam a relevante habilidade de produzir
acido lactico a partir da fermentagdo de acgucares. Dentre os géneros bacterianos que
pertencem ao grupo das BL e que contém uma porcentagem G (Guanina) + C (Citosina)
inferior a 54% no genoma, destacam-se: Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus e Lactobacillus (Azevedo & Miyoshi, 2004; Wells & Mercenier, 2008; Pontes
et al., 2011; Castillo Martinez et al., 2013).

A fermentacdo de alimentos através das BL ¢ uma das mais antigas formas de
biopreservacgdo realizada pela humanidade (Soomro ef al., 2002). Sabe-se, por exemplo, que
essas bactérias sdo muito utilizadas para a produgdo de queijo (espécies de Lactococcus) e
iogurtes (espécies de Streptococcus e Lactobacillus) (Wells & Mercenier, 2008). Ademais, as
BL também sd3o utilizadas na industria alimenticia para formagdo de sabor, preservagao,
producdo de aditivos e suplementos, sintese de bacteriocinas e exopolissacarideos (Zhu et al.,
2009). Dessa forma, verifica-se a existéncia de uma associag¢do segura de longa duragdo entre
as BL, os humanos ¢ a sua alimentagao (Wells & Mercenier, 2008; Bermudez-Humaran et al.,
2011). Todos esses exemplos culminam com a classificacdo das BL em organismos “GRAS”
(do inglés, Generally Recognized As Safe), considerados seguros para o consumo humano

(Pontes et al., 2011).

Dentre as varias propriedades das BL, salienta-se a sua capacidade probiotica (Pontes
et al., 2011). De acordo com a FAO (do inglés, Food and Agriculture Organization) e a
WHO, probidticos sdo “microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas, conferem um beneficio a saude do hospedeiro” (Wells & Mercenier, 2008). A
utilizagcdo das BL e de seus produtos como probiodticos tém demonstrado resultados efetivos
na prevencdo do desenvolvimento de lesdes na mucosa gastrica, no alivio de sintomas
alérgicos e auxilio na protecdo contra infeccdes via patogenos, através de efeitos

imunomodulatérios na imunidade inata e adaptativa (Tsai et al., 2012).

Além de todas essas aplicacdes das BL na industria alimenticia, essas também sdo
visadas como ‘“biorreatores” para a producdo de moléculas de interesse biotecnoldgico;

utilizadas como veiculos para sintese e apresentacdo de antigenos e, ainda, para a entrega de

23



vacinas de DNA. Desse modo, a aplicagdo de BL recombinantes para a entrega de compostos
com finalidades terapéuticas e profilaticas tem recebido destaque devido aos resultados
positivos. Seguindo essa estratégia, tem sido investigada a utilizagdo da BL modelo
Lactococcus lactis como vetor para experimentos de entrega de vacinas de DNA (Wells &

Mercenier, 2008; Pontes et al., 2011).
1.2.1.1 Lactococcus lactis: a bactéria lactica modelo

Lactococcus lactis ¢ uma bactéria heterofermentativa mesofilica (com temperatura
ideal de crescimento por volta de 30°C), ndo-invasiva e que ndo coloniza o trato
gastrointestinal (TGI) de homens e animais. Além de ser vastamente utilizada na industria
lactea, L. lactis ¢ considerada o organismo modelo das BL por ter o seu genoma
completamente sequenciado, ¢ facil de ser manipulado geneticamente e pelo fato de existirem
muitas ferramentas genéticas ja desenvolvidas para utilizagdo nessa espécie. Ademais, a
linhagem mais utilizada de L. lactis (MG1363) ndo possui plasmideo e ndo produz nenhuma
protease extracelular. Contudo, a principal vantagem de se usar L. lactis como vetor para
entrega de proteinas ou vacinas de DNA consiste no perfil de seguranga existente, ratificado

pelo status “GRAS” da mesma (Bermudez-Humaran et al., 2011; Pontes et al., 2011).

O avango das pesquisas e, por consequéncia, uma melhor compreensao sobre L. lactis,
resultou na expansdo do uso desse organismo modelo para novos campos além da industria
alimenticia. Expressdo de proteinas heterologas, transferéncia génica, entrega de drogas
terapéuticas e utilizagdo como vetores vacinais sdo exemplos das novas abordagens possiveis

de L. lactis atualmente (Bahey-El-Din ef al., 2010; Bahey-El-Din & Gahan, 2011).
1.2.1.1.1 L. lactis como carreadora de vacinas de DNA

Considerando a estratégia de entrega de plasmideos terapéuticos/vacinais via mucosa,
a bactéria L. lactis se destaca por, além de suas caracteristicas supracitadas, ser uma bactéria
Gram-positiva e, assim, ndo possuir lipopolissacarideos (LPS) endotdxicos; apresentar
resisténcia ao pH acido do suco géstrico e, logo, ser capaz de sobreviver no TGI; ser nio-
comensal e, desse modo, apresentar menores chances de provocar imunotolerancia ou efeitos
colaterais apos longo tempo de ingestdo. Ademais, agindo como um vetor, L. lactis elicita
uma resposta imune no seu hospedeiro, sendo considerada pouco imunogénica — caracteristica
considerada vantajosa em comparagdo com outros vetores bacterianos patogénicos. Assim

sendo, esforcos tém sido feitos por toda a comunidade cientifica para explorar todo o
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potencial de L. lactis como vetor vacinal via mucosa (Bahey-El-Din & Gahan, 2011;

Wyszynska et al., 2015).

Em 2006, Guimaraes e colaboradores demonstraram, in vitro, que a incubagao por 3
horas de células da linhagem Caco-2 com L. lactis MG1363 contendo um plasmideo, o qual
detinha um cassete de expressdo eucaridtica com cDNA de B-lactoglobulina (BLG — do
inglés, B-lactoglobulin) bovina, resultou na transferéncia desse plasmideo para as células
eucariodticas e consequente expressdo e secre¢do da proteina BLG (Guimaraes et al., 2006).
Assim, dois anos depois, Chatel e colaboradores comprovaram que, por administragdo oral em
camundongos dessa mesma linhagem bacteriana, células intestinais murinas foram capazes de
produzir a proteina BLG em 53% dos animais testados. Ainda que os resultados obtidos
foram favoraveis, notou-se que a taxa de transferéncia de DNA in vivo foi baixa. Dessa forma,
¢ possivel hipotetizar que, pelo menos em parte, esse fato pode ser explicado devido a L.
lactis ndo ser uma bactéria patogénica e, assim, ndo ser capaz de persistir por um tempo maior
no TGI e interagir com as células intestinais, de modo a dificultar a entrega do plasmideo

(Chatel et al., 2008).

Cientes de que a entrada do carreador bacteriano na célula do epitélio intestinal
consiste em uma etapa fundamental para a entrega eficiente do plasmideo, diversas estratégias
foram testadas visando amplificar propriedades de entrega de DNA por L. lactis. Uma das
tentativas que alcancaram sucesso foi a modificagdo da bactéria carreadora para que essa
fosse capaz de expressar uma invasina denominada proteina A de ligagdo a fibronectina
(FnBPA — do inglés, Fibronectin-Binding Protein A) de Staphylococcus aureus. A FnBPA ¢
uma glicoproteina que medeia a adesdo bacteriana ao fibrinogénio, elastina e fibronectina,
além de intermediar a captacdo da bactéria por células hospedeiras nao-fagociticas.
Experimentos in vitro e in vivo comprovaram que as linhagens de L. lactis MG1363 FnBPA"
exibem maior invasividade que as linhagens nativas, fazendo, assim, que essas linhagens
recombinantes sejam reconhecidas como vetores de entrega de plasmideos
terapéuticos/vacinais com grande potencial (Innocentin et al., 2009; Pontes et al., 2011,

2012).

Com a finalidade de melhorar a estratégia de entrega de DNA por L. lactis e
subsequente expressdo desse pela célula eucaridtica, no ano de 2009, Guimardes e
colaboradores construiram um novo plasmideo de expressao denominado pValac (do inglés,

Vaccination Using Lactic Acid Bacteria). Esse vetor contém uma regido eucariotica composta
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pelo promotor de citomegalovirus (pCMV), um sitio de clonagem multipla e uma sequéncia
sinal de poliadenilagdo do Horménio Bovino de Crescimento (BGH poli-A), necessaria para a
expressao génica por células hospedeiras eucaridticas. Enquanto que a regido procaridtica do
plasmideo possui origens de replicagdo para que esse possa se propagar tanto em E. coli
quanto em L. lactis, além do gene de resisténcia ao antibidtico cloranfenicol (Cm) para

auxiliar a sele¢do de linhagens recombinantes (Guimaraes et al., 2009).

Um dos fatores limitantes ao sucesso de toda a estratégia desenhada para a entrega de
plasmideos terapéuticos/vacinais por L. lactis via mucosa ¢ a baixa eficiéncia de importagao
do DNA para o nucleo da célula hospedeira. Como consequéncia dessa limitagdo, observam-
se niveis reduzidos de expressdo génica, impedindo, assim, o €xito desses experimentos.
Visando resolver essa problematica, Souza e colaboradores inseriram a sequéncia de
enderecamento nuclear (DTS — do inglés, DNA Nuclear Targeting Sequence) do virus SV40
no plasmideo pValac, logo, criando uma nova versdo para esse vetor. Dessa forma,
pValac::dts tem como objetivo aumentar a exportacdo do DNA plasmidiano para o nucleo e,
por conseguinte, obter maiores taxas de expressao génica pela célula hospedeira (Souza et al.,

2016).

Desse modo, a utilizagio da linhagem recombinante L. lactis MG1363 FnBPA"
contendo o vetor pValac codificando uma ORF de interesse, como de IL-4 ou IL-10, para a
expressdo dessas citocinas pelas células da mucosa intestinal poderia representar uma
estratégia alternativa nos estudos para compreensdo dos mecanismos envolvidos no
desenvolvimento de desordens, assim como, para prevenir ou tratar diversas enfermidades que

ainda ndo possuem métodos eficazes para essas finalidades.

1.3 Justificativa de realizacio de trabalho

O nimero de casos de T1D vem crescendo a cada ano e as projecdes mostram um
aumento assustador da doenca em todo o mundo. Apesar de, atualmente, existir o tratamento
com a reposi¢do insulinica exdgena, sabe-se que o acometido tem muitas limitagoes,
principalmente alimentares; precisa passar por um processo de mudanga e adaptacdo a novos
hébitos na sua rotina; e até implicagdes psicossociais € comportamentais, atribuidas a doenca.
Logo, a busca pelo entendimento dessa desordem ¢ o primeiro passo para alcangar uma

terapia que traga melhor qualidade de vida aos afetados e, até, formas de prevengdo da T1D.
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Ao mimetizar a doenga em questdo, através do modelo de multiplas doses de STZ,
observa-se um perfil de suscetibilidade a T1D associado ao aumento da expressdo de citocinas
do padrdo Th1 em detrimento das citocinas de perfil Th2 (Miiller et al., 2002). E reconhecido,
também, que as células que produzem IL-4 ou outras citocinas do padrdo Th2 sdo protetivas,
sugerindo que uma intervencao capaz de afetar a diferenciagdo de linfocitos T pode resultar

em um tratamento efetivo da T1D (Wallberg & Cooke, 2013).

Dessa forma, a estratégia escolhida para levar ao aumento das citocinas IL-4 e IL-10
foi o uso de linhagens de L. lactis MG1363 FnBPA" portadoras dos vetores de expressio
eucaridtica pValac::dts::/L-4 (Figura 1.6-A) e pValac::/L-10 (Figura 1.6-B) — ambos
desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa —, cuja funcionalidade j4 foi comprovada e o
potencial terapéutico atestado em diferentes modelos murinos de inflamagdo intestinal (Del
Carmen et al., 2013; Zurita-Turk et al., 2014; Souza et al., 2016). As linhagens bacterianas
recombinantes dadas pela via oral, ao alcancar o colon intestinal, sdo internalizadas pelas
células eucarioticas, culminando na sintese dessas citocinas pela maquinaria de transcri¢do e
tradugdo da célula hospedeira. Hipotetiza-se que o aumento de IL-4 e IL-10, durante o tempo
de ingestao das bactérias, chegue, por meio da circulagdo esplancnica, até os principais 6rgaos
envolvidos no desenvolvimento da T1D — pancreas e timo. Ademais, os linfonodos
duodenopancreaticos podem ser uma via “mais direta” de ligacdo entre as bactérias
recombinantes amostradas no duodeno e colon transverso e o local de montagem da resposta
imune durante o desenvolvimento da T1D — o linfonodo que drena o pancreas. Sendo assim, o
presente trabalho se propds a avaliar qual o efeito imunomodulatério provocado pela ingestao
das linhagens recombinantes L. lactis MG1363 FnBPA" (pValac::dts::IL-4) e L. lactis
MG1363 FnBPA" (pValac::/L-10), individual e conjuntamente, no modelo experimental de
T1D induzido quimicamente por multiplas doses de estreptozotocina, constituindo, assim,
uma abordagem alternativa para a compreensao dos mecanismos associados a progressao e

desenvolvimento da T1D.
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Figura 1.6: Representacio esquematica dos plasmideos (A) pValac::dts::/L-4 e (B) pValac::IL-
10. Em (A) observa-se a sequéncia de enderecamento nuclear DTS (amarelo), o promotor pCMV, a
ORF [IL-4 (azul), as origens de replicagcdo eucariotica repC e procaridtica repA e a ORF que confere
resisténcia ao antibitico cloranfenicol (Cm"). Fonte: Souza er al., 2016. Em (B) observa-se o
promotor pCMYV, as origens de replicag@o eucaridtica repC e procariotica repA e a ORF /L-/0. Fonte:

Del Carmen et al., 2013.

28



2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial imunomodulatério da linhagem invasiva L. lactis MG1363 FnBPA"
portadora dos vetores de expressdo eucaridtica pValac::dts::/L-4 ou pValac::/L-10 no modelo

de diabetes tipo 1 induzido quimicamente por multiplas doses de estreptozotocina.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a incidéncia da diabetes experimental em camundongos induzidos com STZ e
tratados com as linhagens recombinantes L. lactis MG1363 FnPBA" (pValac::dts::IL-4) e
L. lactis MG1363 FnBPA" (pValac::IL-10);

e Auvaliar o efeito das linhagens recombinantes L. lactis MG1363 FnPBA" (pValac::dts::/L-
4) e L. lactis MG1363 FnBPA" (pValac::/L-10) no trato gastrointestinal de camundongos

induzidos com multiplas doses de STZ;

e Avaliar o potencial imunomodulatério das linhagens recombinantes L. lactis MG1363
FnPBA" (pValac::dts::/L-4) e L. lactis MG1363 FnBPA" (pValac::IL-10) no modelo

murino de diabetes experimental.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 Linhagens celulares, plasmideos e condi¢des de cultivo

Foram utilizadas as linhagens L. lactis MG1363 FnPBA", L. lactis MG1363 FnPBA"
(pValac::dts::IL-4) e L. lactis MG1363 FnBPA" (pValac::/L-10) (Tabela 3.1), as quais foram
cultivadas em caldo M17 ou meio M17 s6lido (1,5% de agar bacterioldgico) suplementado

com 0,5% de glicose, acrescidos ou ndo dos antibioticos eritromicina (Ery) (5 pg/mL) e

cloranfenicol (Cm) (10 pg/mL), a 30°C por 24-48 horas.

Tabela 3.1: Linhagens bacterianas usadas neste trabalho.

Linhagem Caracteristicas Referéncia

Lactococcus lactis MG1363 | L. lactis MG1363 expressando a FnBPA

tal., 2001.
FnBPA" de S. aureus. Que et al.,

Lactococcus lactis MG1363 | Linhagem L. lactis MG1363 FnBPA' | Souza et al,
FnBPA" (pValac::dts::/L-4) | portadora do plasmideo pValac::dts::IL-4. | 2016.

Lactococcus lactis MG1363 | Linhagem L. lactis MG1363 FnBPA" | Zurita-Turk et al.,
FnBPA" (pValac::IL-10) portadora do plasmideo pValac::/L-10. 2014.

3.2 Avaliacdo do potencial imunomodulatorio da linhagem L. lactis MG1363
FnBPA" portadora dos vetores pValac::dts::IL-4 ou pValac::IL-10 em modelo
experimental de T1D
3.2.1 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos com 8-9 semanas de idade, pesando
~24 g, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMQG).
Os animais foram mantidos em micro isoladores no sistema IVC (do inglés, Individually
Ventilated Caging), com temperatura, umidade, fluxo de ar e ciclo de luz (12 horas no claro e

12 horas no escuro) controlados e com livre acesso a dgua e ragao.

3.2.2 Indugio da T1D experimental

A indugdo da T1D experimental foi feita pela inje¢do intraperitoneal (i.p.) de cinco
doses (50 mg/kg) diarias e consecutivas de STZ (Sigma-Aldrich®) dissolvido em tampio

citrato de soédio pH 4,5 (0,05 M), sendo essa solucdo injetada em, no méaximo, dez minutos
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apos o preparo (Figura 3.1). Os animais foram mantidos em jejum por quatro horas antes e

duas horas apos a indug@o da diabetes experimental.

o,

C578BL/6, o
8-9 semanas de idade

Suplementac¢do bacteriana

STZ
) 1
1 1 1 1 L 1 1 1 1 1 1 | | | 1 | 1 | 1 ]
I T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
-5 -1 0 4 5 7 10 14 (dias)
B 2 g B 8 8

Monitoramento
da glicemia

Figura 3.1: Representagio esquematica do protocolo de indugiio quimica e tratamento da T1D
experimental.

3.2.3 Tratamento da T1D experimental

3.2.3.1 Preparo de doses de L. lactis

O preparo das doses das diferentes linhagens de L. lactis foi iniciado com o pré-
inoculo de 10 pL da devida linhagem bacteriana em 5 mL de caldo M17 contendo glicose
0,5% (M17-Gli) e suplementado com o antibidtico correspondente. Caso a dose a ser
preparada fosse da linhagem L. lactis MG1363 FnBPA", adicionou-se Ery (5 pg/mL); caso
fossem as linhagens L. lactis MG1363 FnBPA" (pValac::dts::/L-4) ou L. lactis MG1363
FnBPA" (pValac::/L-10), adicionou-se Ery (5 pg/mL) e Cm (10 pg/mL). O pré-indculo foi,

entdo, deixado em estufa a 30°C por 18 horas.

Passado esse tempo, uma aliquota de cada pré-inoculo foi diluida em 150 mL de caldo
M17-Gli suplementado com o devido antibidtico de modo que as culturas apresentassem um
valor inicial de densidade Optica no comprimento de onda de 600 nandmetros (DOgp) de
0,05. Assim, essa cultura foi mantida na estufa a 30°C até atingir uma DOggo de 1,0-1,2. Logo
apos, aliquotas de 1 mL de cada cultura foram estocadas a -80°C, utilizando-se glicerol 80%

estéril na proporcao de 3:1.

Apds o preparo e estocagem das doses, foi feito um teste para verificar a viabilidade
das culturas bacterianas presentes nas doses. Dessa maneira, foi feito o plaqueamento da

dilui¢io 10° de uma aliquota de cada cultura em meio M17-Gli, suplementado com o
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respectivo antibidtico de cada linhagem bacteriana, em duplicata. As placas foram feitas em

duplicata e incubadas em estufa a 30°C por 24 horas.

Passado esse intervalo, foi feita uma estimativa da viabilidade de cada uma das
linhagens por meio da contagem de unidades formadoras de colonias (UFCs)/mL. A partir
desse dado, foi calculado o volume necessario de cada cultura para se obter o niumero de

UFCs estipulado para cada dose (1x10° UFCs para cada animal).

3.2.3.2 Administracao de doses de L. lactis

Nos dias de suplementagdo bacteriana (dias -5 a 7 do cronograma experimental) (vide
Figura 3.1), o volume de cultura a ser utilizado, segundo o célculo de viabilidade das doses,
foi centrifugado a 7.000 rpm (rotagcdes por minuto) por dois minutos, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado de bactérias foi suspendido em 100 pL de solugdo salina 0,9% (9 g
NaCl; 1 L 4gua destilada). Apods o preparo, as doses foram mantidas resfriadas até o momento
da sua administragao.

A cada animal, foi administrada uma dose composta por uma suspensao da linhagem
bacteriana em questio na concentragio de 10° UFCs em 100 pL de solugdo salina 0,9%

durante os treze primeiros dias do cronograma experimental (vide Figura 3.1).

Para tanto, os camundongos foram divididos em grupos que receberam as seguintes
doses de tratamento pela via intragastrica (i.g.): (i), (ii) e (iii) solucdo salina 0,9%; (iv) L.
lactis MG1363 FnBPA"; (v) L. lactis MG1363 FnBPA" (pValac::dts::IL-4); (vi) L. lactis
MG1363 FnBPA" (pValac::IL-10); e (vii) L. lactis MG1363 FnBPA" (pValac::dts::/L-4) e L.
lactis MG1363 FnBPA" (pValac::IL-10) (Tabela 3.2).
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Tabela 3.2: Divisdo dos grupos experimentais quanto a indu¢do e ao tratamento da TI1D
experimental.

Grupo Inducio (i.p.) Constituicao da dose do N° de
p §40 {(Lp- tratamento (i.g.) animais
Solugdo salina ‘
Camundongos nio Controle - 0,9% Solugdo salina 0,9% 18
submetidos a inducio da —
diabet . tal Controle Tampao citrato N . o
1abetes experimenta do veiculo de sodio Solugdo salina 0,9% 18
STZ + Tampao . )
Controle + | . =+ de sédio Solugdo salina 0,9% 18
F STZ + Tampao . N
citrato de sodio L. lactis MG1363 FnBPA 18
Camundongos FIL.A4 STZ + Tampao L. lactis MG1363 FnBPA"
submetidos 4 inducéio da o citrato de sodio (pValac::dts::IL-4) 18
diabetes experimental F-IL-10 STZ + Tampao L. lactis MG1363 FnBPA"
citrato de sédio (pValac::IL-10) 18
: T
F-IL-4/IL- | STZ + Tampio L. lactis MG1363 FnBPA .
10 trato de sodio (pValac::dts::IL-4) e L. lactis 18
ciirato e 5o MG1363 FnBPA" (pValac::IL-10)

3.2.4 Avaliacio da incidéncia da T1D experimental

O monitoramento do peso dos animais foi feito ao longo de todo o experimento, como
forma de acompanhar e avaliar o estado de saude dos mesmos. Além disso, em seis ocasides
do cronograma experimental (dias -5, -1, 5, 7, 10 e 14 — vide Figura 3.1), os niveis de
glicemia e glicosuria dos animais foram aferidos. Para verificagdo dos niveis glicémicos, foi
feita a coleta de uma minima amostra de sangue periférico, obtido através de um corte
transversal na cauda dos animais, sem que fosse necessaria a contencao desses. A dosagem foi
feita em fitas proprias para o glicosimetro Accu-Chek® Active (Roche). Foram considerados
diabéticos os animais que apresentaram duas medidas seguidas de niveis de glicose sanguinea
superiores a 200 mg/dL (Costa et al., 2016). Ao passo que, para determinacdo semi-
quantitativa dos niveis de glicostria, a urina dos animais foi coletada de forma passiva e a
medigdo foi feita utilizando tiras reativas Keto-Diabur-Test® 5000 (Roche). Esse teste possui
limite pratico de detec¢do de aproximadamente 50 mg/dL e as medi¢des variam entre:

negativo; 0,1; 0,25; 0,5; 1; 2; 3 e 5 g/dL de glicose na urina.
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3.2.5 Avaliacio do potencial imunomodulatorio das linhagens L. lactis
MG1363 FnBPA" (pValac::dts::JL-4) e L. lactis MG1363 FnBPA"
(pValac::IL-10)

No dia da eutanésia (20° dia de experimentacdao animal), os animais foram submetidos a
uma sobredose de solugdo anestésica (composta por Xilazina 2%, Cetamina 0,1 g/mL e PBS
1X), administrada pela via intraperitoneal, visando a anestesia e analgesia dos mesmos.
Posteriormente, o soro sanguineo e o pancreas foram coletados para avaliacdo das respostas
imunolodgicas induzidas por meio da realizagdo de testes ELISA (do inglés, Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay).

3.2.5.1 ELISA para detecciio de citocinas no pancreas

Primeiramente, foi feito o processamento das amostras de pancreas para possibilitar a
realizagdo dos testes ELISA. Sendo assim, as amostras foram homogeneizadas num tampao
especial para a detecgio de citocinas [23,4 g NaCl; 500 pL Tween” 20 (Sigma-Aldrich®); 5g
BSA (USBiological); 34 mg PMSF (Sigma-Aldrich®); 1 mL DMSO (Sigma-Aldrich®™); 44,6
mg cloreto de benzetonio (Sigma-Aldrich®); 372 mg Na,EDTA; 40 pL aprotinina (10
mg/mL) (Sigma-Aldrich®); PBS 1X q.s.p. 1 L], utilizando o homogeneizador de amostras
Omni (Omni International™). O homogenato foi centrifugado a 10.000 rpm, a 4°C, por 10

minutos. Os sobrenadantes foram armazenados a -80°C até o momento da sua utilizagao.

Os procedimentos dos ELISAs do tipo “sanduiche” (Figura 3.2) foram feitos segundo
as instru¢des dos fabricantes dos kits — BD OptEIA™ (BD) e R&D DuoSet (R&D
Systems' ™) — para a dosagem das seguintes citocinas: IL-2, IL-4, IL-10, IFN-y, TGF-B (do
inglés — Transforming Growth Factor B) e TNF-a. A leitura de todos os testes ELISA foi feita
a 492 nm utilizando a leitora de microplacas POLARIS MA616 (Marconi).
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ETAPA 1 ETAPA 2 ETAPA 3 | ETAPA 4
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X by £ e
Y V4 \'4 VAR

O anticorpo especifico da Um anticorpo de detecgdo Estreptavidina-Horseradish A solugdo de substrato de
substdncia a ser analisada especifico, marcado com Peroxidase (HRP) é tetrametilbenzidina (TMB) ¢é
(anticorpo de captura) esta biotina, se liga a um segundo adicionada e se liga ao adicionada aos pogos e
ligado a uma microplaca de epitopo na substancia anticorpo de detecgdo converte a HRP (enzima) em
poliestireno. O anticorpo de analisada. Os materiais ndo biotinilado. A estreptavidina- um produto de cor azul
captura que n3o se ligou é ligados sdo lavados. HRP que ndo se liga é lavada. segunda a proporgdo de
lavado.  As placas sdo substancia ligada (o sinal
bloqueadas e lavadas. aumenta a medida que a

concentragdo da substancia

analisada aumenta). A reagdo

l LEGENDA é paralisada mediante adigio
da solugdo de parada,
alterando a cor da solugdo de

azul para amarelo.
\f Anticorpo de captura

Anticorpo de detec¢do
4% Dbiotinilado

¢ Estreptavidina-HRP

(¢} Substéncia a ser analisada

Figura 3.2: Representacio esquematica das etapas para realizacio do ELISA do tipo
“sanduiche”. Adaptado: https://www.rndsystems.com/resources/technical/duoset-elisa-development-
systems-assay-principle

3.2.5.2 ELISA para detec¢ido de citocinas no soro sanguineo

O sangue foi coletado, através da puncdo da aorta descendente, e processado para
posterior analise de citocinas por meio dos testes ELISA. Para isso, as amostras de sangue
foram incubadas em estufa a 37°C por, no maximo, 1 hora. Essas foram, entdo, centrifugadas
a 5.000 rpm por 10 minutos, a 4°C. O soro sanguineo foi retirado e armazenado a -20°C até o

momento da sua utilizagao.

Os procedimentos dos ELISAs do tipo ‘“sanduiche” (vide Figura 3.2) foram feitos
segundo as instrugdes dos fabricantes dos kits — R&D DuoSet (R&D Systems'™) — com o

intuito de detectar os niveis das citocinas IL-2, IL-4, IL-10 e IFN-y no soro sanguineo. A
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leitura de todos os testes ELISA foi feita a 492 nm utilizando a leitora de microplacas

POLARIS MA616 (Marconi).
3.2.5.3 Analise histologica

Por fim, amostras do pancreas dos camundongos foram fixadas em formalina e

processadas para andlise histologica. Cortes corados com hematoxilina e eosina foram

Parametro Pontuacao

Sem sinais visiveis de infiltrado inflamatoério nas ilhotas de Langerhans. 0

Poucos elementos infiltrados nas ilhotas pancreaticas, com uma distribuicdo

1
irregular, principalmente na periferia das ilhotas (peri-insulite).
Infiltracdo moderada (peri- e intra-ilhota), com < 50% de destruicao das 5
ilhotas de Langerhans.
Infiltracdo extensa, com > 50% de destruicao das ilhotas de Langerhans. 3

ranqueados as cegas com base no sistema descrito na Tabela 3.3.

Tabela 3.3: indice para avaliagio do grau de infiltrado inflamatério nas ilhotas de Langerhans.
Adaptado: Papaccio, 1993 e Greiner et al., 2014.

3.2.6 Avaliacio do efeito das linhagens L. lactis MG1363 FnBPA"
(pValac::dts::IL-4) e L. lactis MG1363 FnBPA" (pValac::IL-10) no

trato gastrointestinal de camundongos induzidos a T1D experimental

Lavado intestinal e amostras do célon dos animais foram coletadas no dia da eutanasia e
utilizadas para a avaliagdo das respostas imunoldgicas locais induzidas pela administragao das
linhagens bacterianas. Para isso, foram realizados testes ELISA para deteccdo de
imunoglobulina A secretoria (sIgA) do lavado intestinal e deteccdo de citocinas no

homogenato de célon.
3.2.6.1 ELISA para deteccio de sIgA

Para analisar os niveis de sIgA do lavado intestinal dos animais, foi necessario,

primeiramente, lavar o lumen do célon dos animais com 5 mL de PBS 1X e centrifugar o
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lavado a 1.200 rpm, a 4°C, por 10 minutos. O sobrenadante foi, entdo, armazenado a -80°C

até o momento da sua utilizacao.

Os testes ELISA foram realizados do seguinte modo: aliquotas de 100 pL. do anticorpo
de captura (1 mg/mL) — anticorpo de cabra anti-Ig de camundongo [Goat Anti-Mouse Ig,
Human ads-UNLB (Southern Biotech)] — diluido em tampao carbonato pH 9,6 (1,86 g
Na,COs; 2,93 g NaHCOs;; agua destilada q.s.p. 1L) numa propor¢do de 1:4.000 foram
adicionadas a cada um dos pogos utilizados de placas de 96 pogos (Nunc'™). As placas foram,
entdo, incubadas em camara umida a 4°C overnight. Passado esse tempo, os pocos foram
lavados com solugdo salina-tween [NaCl 0,15 M; Tween" 20 (Sigma-Aldrich®) 0,05%] trés
vezes e a eles foram adicionados 200 pL. de PBS-caseina. Uma hora depois, os pogos foram
lavados, novamente, com solucdo salina-tween trés vezes. Depois, foram adicionadas
aliquotas de 100 pL do padrao — IgA de camundongo [Mouse IgA Isotype Control (Southern
Biotech)] — em diluicdo seriada em cada um de oito pogos. Além disso, foram adicionados
200 pL de cada um dos lavados e 200 puL de PBS-caseina (branco) em seus respectivos pogos.
Ap6s uma hora, os pogos foram lavados com solugdo salina-tween trés vezes e a eles foram
adicionados 100 pL. do anticorpo de detec¢do — anticorpo de cabra anti-IgA de camundongo
conjugado com HRP [do inglés, Goat Anti-Mouse 1gA (a chain specific) Horseradish
Peroxidase (HRP) conjugate (Southern Biotech)] diluido em PBS-caseina numa proporcao de
1:8.000. Mais uma hora depois, os pogos foram lavados com solucdo salina-tween trés vezes.
Foram, entdo, adicionados 100 pL da solucdo para revelagdo a cada poco, sendo a placa
incubada ao abrigo da luz até que a cor fosse desenvolvida. Nesse momento, a revelagdo foi
interrompida por meio da adi¢ao de 20 pL de H,SO4 2N a cada um dos pogos. A leitura das
amostras foi realizada a 492 nm por meio da utilizagdo da leitora de microplacas POLARIS

MAG616 (Marconi).

3.2.6.2 ELISA para deteccio de citocinas no colon

As amostras de colon foram homogeneizadas com tampao especial para a detec¢do de
citocinas (descrito no item 3.2.5.1), utilizando o homogeneizador de amostras Omni (Omni
International™). O homogenato foi centrifugado a 10.000 rpm, a 4°C, por 10 minutos. Os

sobrenadantes foram armazenados a -80°C até o momento da sua utilizagdo.
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Os procedimentos dos ELISAs do tipo “sanduiche” (vide Figura 3.2) foram feitos
segundo as instrugdes dos fabricantes dos kits — BD OptEIA™ (BD) e R&D DuoSet (R&D
SystemsTM) — para a dosagem das seguintes citocinas: 1L-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17, IFN-y,
TGF-B e TNF-a. A leitura de todos os testes ELISA foi feita a 492 nm utilizando a leitora de
microplacas POLARIS MA616 (Marconi).

3.3 Analises estatisticas

Para os testes in vivo, cada grupo experimental era composto por seis animais (quatro
animais foram utilizados para a realizagdo dos testes ELISA e dois, para a realizagdo do
indice de danos microscopicos), sendo os resultados, obtidos a partir de trés réplicas

experimentais, analisados em conjunto.

Tais resultados foram, primeiramente, analisados pelo programa computacional online
GraphPad QuickCalcs Outlier Calculator (http://graphpad.com/quickcalcs/Grubbsl.cfim)
(GraphPad Software) com o fim de excluir as leituras estatisticamente fora da média (p<0,05).
Em seguida, com o auxilio do programa computacional GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software), a analise de variancia foi realizada por meio do uso do teste One-Way ANOVA e
do pos-teste Tukey. Assim, os valores com intervalo de confianga menor que 0,05 (p < 0,05)

foram considerados estatisticamente significativos.

3.4 Aspectos bioéticos e de biosseguranca

3.4.3 Bioéticos

Os procedimentos e as manipulagdes dos animais foram realizados conforme as normas
da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG, sendo o protocolo do CEUA

para uso de animais em experimentagdo encontrado sob o niimero 206/2016.

3.4.4 Biosseguranca

As devidas precaucdes de biosseguranca foram tomadas de acordo com normas e
regulamentos de biosseguranga estabelecidos pela Universidade Federal de Minas Gerais

[Comissdo Interna de Biosseguranga (CIBio) da UFMG].
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Avaliacao da incidéncia da T1D experimental

Para avaliacao da incidéncia da T1D experimental, foi feito o monitoramento do peso,
permitindo, assim, analisar a variagdo desse antes da injecdo do agente indutor da diabetes
experimental — o STZ — e também seu efeito subsequente, comparativamente ao peso corporal
inicial dos animais. Dessa forma, observou-se que os animais de todos os grupos mantiveram
0 peso proximo ao inicial — com variagdo de 0,5 a 2,1% — até o dia -1 do cronograma
experimental (dia anterior ao inicio das inje¢des de STZ). Essa oscilagdo ¢ considerada
normal e foi vista, inclusive, nos animais que recebiam doses das linhagens bacterianas,
demonstrando, assim, que essas ndo influenciaram, de forma significativa, no peso dos
animais nos dias em que essa era a Unica interven¢do experimental. Além disso, observa-se
que os animais do controle negativo (Grupo —) e do controle do veiculo (Grupo CV)
aumentaram a porcentagem do peso corporal inicial em até 5,3% ao longo do experimento. J&
os animais dos demais grupos (Grupos +, F, F-IL-4, F-IL-10 e F-IL- 4/IL-10) — todos que
passaram pela indu¢do quimica da T1D — apresentaram uma reducdo significativa da
porcentagem do peso corporal inicial a partir do dia 3 do cronograma experimental até o
ultimo dia do experimento, quando comparados ao Grupo — Observou-se também uma
diminuicdo, estatisticamente significativa, entre todos os grupos que receberam STZ + tampao
citrato de soédio (Grupos F, F-IL-4, F-IL-10 e F-IL-4/IL-10) e o grupo que recebeu apenas a
injecdo de tampao citrato de so6dio (Grupo CV) do dia 5 até o dia 14 (Figura 4.1). Esses
resultados coincidem com o que foi visto por Diab e colaboradores, em 2015, ao estudar os
efeitos do STZ e verificar que esse reduz, de forma drastica, o peso corporal dos animais apos
sua inje¢do, sendo, assim, um indicador relevante do estabelecimento da T1D experimental

(Diab et al., 2015).
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Figura 4.1: Porcentagem do peso corporal inicial (%) de camundongos C57BL/6 submetidos ou
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nio a administracio intraperitoneal de STZ em func¢ao do tempo (dia). #: grupo experimental cuja
porcentagem do peso corporal ¢ estatisticamente diferente da porcentagem dos grupos +, F, F-IL-4, F-
IL-10 e F-IL-4/IL-10; *: grupo experimental cuja porcentagem do peso corporal ¢ estatisticamente
diferente da porcentagem dos grupos +, F-IL-4, F-IL-10 e F-IL-4/IL-10 (p < 0,05). Os dados sdo
apresentados como média + SD (desvio padrdo — do inglés, Standard Deviation) de 6 animais/grupo
de trés experimentos independentes.

A medicao da glicemia ao longo de todo o experimento possibilitou distinguir animais
diabéticos e ndo-diabéticos, correlacionando com o tempo e as intervengdes experimentais.
Assim, verificou-se que todos os animais mantiveram o nivel glicémico abaixo de 200 mg/dL
(n2o-diabéticos) até o dia anterior a indu¢do quimica da T1D — dia -1 do cronograma
experimental (Figura 4.2). Como esperado, os animais pertencentes aos grupos — ¢ CV
permaneceram com niveis glicémicos normais ao longo de todo o experimento. Ao passo que,
no dia 5 (dia seguinte a ultima dose de STZ), ja € possivel perceber um aumento de glicemia
nos animais pertencentes aos grupos que receberam as injecdes intraperitoneais de STZ.
Sendo que, a partir do dia 7 do cronograma experimental, esses animais (Grupos +, F, F-1L-4,
F-IL-10 e F-IL-4/IL-10) apresentaram glicemia superior a 200 mg/dL e, assim, foram

considerados diabéticos até o final dos experimentos.
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Figura 4.2: Glicemia (mg/dL) de camundongos C57BL/6 submetidos ou nio a administracio
intraperitoneal de STZ em funcdo do tempo (dia). #: grupo experimental cuja glicemia ¢
estatisticamente diferente dos grupos +, F, F-IL-4, F-IL-10 e F-IL-4/IL-10; °: grupo experimental cuja
glicemia ¢ estatisticamente diferente dos grupos +, F, F-IL-4 e F-IL-4/IL-10 (p < 0,05). Os dados sdo
apresentados como média £ SD de 6 animais/grupo de trés experimentos independentes.

Uma outra forma de avaliar a incidéncia da T1D experimental ¢ através da medicao da

glicostria. Na figura 4.3 nota-se que, até o dia 5, todos os animais apresentavam niveis
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normais de glicose na urina, o que corresponde a um valor < 0,1 g/dL (marca destacada pela
linha tracejada). No dia 7, foi detectado um aumento na glicostria, acima do nivel
considerado normal, apenas nos animais que receberam a linhagem L. lactis MG1363
FnBPA" (Grupo F). Enquanto que, no dia 10, verifica-se um aumento, estatisticamente
significante, nos grupos +, F, F-IL-4 e F-IL-10, quando comparados aos grupos — ¢ CV.
Entretanto, os animais que tiveram suplementa¢do oral das linhagens L. lactis MG1363
FnBPA" (pValac::dts::IL-4) e L. lactis MG1363 FnBPA" (pValac::IL-10) (Grupo F-IL-4/IL-
10) mostraram niveis de glicostria nem tdo altos como os apresentados pelos animais do
Grupo + e nem tdo basais quanto os dos animais dos Grupos — e CV (valores com
significancia estatistica, comparativamente). Interessantemente, no dia 14, os Grupos +, F, F-
IL-4 e F-IL-10 mantiveram os altos niveis de glicosuria e o Grupo F-IL-4/IL-10 foi o unico a

apresentar uma reducdo na concentragao de glicose na urina.
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Figura 4.3: Glicostria (g/dL) de camundongos C57BL/6 submetidos ou nio a administraciao
intraperitoneal de STZ em funcio do tempo (dia). #: grupos experimentais (— e CV) cuja glicosuria
¢ estatisticamente diferente dos grupos +, F, F-IL-4 e F-IL-10 (p < 0,001); °: grupo experimental cuja
glicosuria ¢é estatisticamente diferente do grupo F-IL-4/IL-10 (p < 0,05). A linha tracejada indica o
limite inferior de detec¢do da glicose na urina (0,1 g/dL). Os dados sdo apresentados como média +
SD de 6 animais/grupo de trés experimentos independentes.

4.2 Avaliacao do efeito das linhagens bacterianas no trato gastrointestinal dos

camundongos submetidos ao modelo experimental de T1D

Uma vez que as linhagens bacterianas foram entregues pela via intragastrica, salienta-
se a necessidade de verificar se essas provocaram alguma alteracdo no trato gastrointestinal

(TGI) dos animais. Para isso, foram medidos os niveis de sIgA, ja que essa ¢&,
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reconhecidamente, a primeira linha de defesa do epitélio intestinal contra microrganismos
patogénicos e enterotoxinas e, também, a imunoglobulina mais abundante da mucosa
gastrointestinal, sendo, assim, um componente vital na comunicagdo entre a microbiota e o
sistema imune. A sintese de sIgA contra antigenos-especificos da mucosa ¢ dependente da
amostragem por células M, processamento pelas APCs, ativagdo de células T e, por tltimo,
recombinagdo para mudanga de classe das células B nos GALTs, linfonodos mesentéricos e
lamina prépria. Sabe-se que muitas citocinas — como TGF-f e IL-6 — sdo fundamentais na
estimulagdo intestinal para produgdo de sigA (Mantis et al., 2011; Corthésy, 2013; Alexander
et al., 2014). E possivel observar, na figura 4.4 que todos os animais que foram submetidos a
suplementagdo bacteriana (grupos F, F-IL-4, F-IL-10 e F-IL-4/IL-10) apresentaram niveis de
sIgA, estatisticamente menores, dos apresentados por pelo menos um dos grupos que nao
tiveram a indugdo quimica da T1D — Grupos — e CV. Além disso, nota-se que nao houve
diferenga estatistica entre os grupos que receberam apenas salina 0,9% pela via oral (Grupos —
, CV e +). Primeiramente, esses dados indicam que a indug¢ao quimica da T1D pelo modelo de
multiplas doses de STZ ndo afeta, significativamente, os niveis de sIgA. Segundo, a passagem
das bactérias pelo TGI, como forma de entrega dos plasmideos de expressdo eucaridtica
codificadores de IL-4 e/ou IL-10, parece induzir uma diminui¢do nos niveis de sIgA. Isso
pode ser um indicio positivo de que as bactérias foram internalizadas por células intestinais e,
as que possuiam os plasmideos codificadores de IL-4 e/ou IL-10 (administradas aos animais
dos grupos F-IL-4, F-IL-10 e F-IL-4/IL-10), podem ter feito, com éxito, a fungdo de veiculo
para esses plasmideos, culminando com a sintese, pela maquinaria da célula eucaridtica, de

1L-4 e/ou IL-10.
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Figura 4.4: Concentracio de IgA secretéoria do lavado intestinal de camundongos C57BL/6
submetidos ou niao a injecdo de STZ. *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001. Os dados sdo
apresentados como média £ SD de 6 animais/grupo de trés experimentos independentes.
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O sistema imunolégico tem papel fundamental na mediacdo das interagdes entre o
hospedeiro e os microrganismos presentes no limen. A homeostase intestinal surge de um
equilibrio dindmico entre a imunidade protetora do hospedeiro e mecanismos regulatorios
compartilhados entre populagdes celulares presentes (Izcue et al., 2009). Nesse contexto, as
citocinas sdo, reconhecidamente, reguladoras-chave de diversos processos no microambiente
intestinal, de modo que os niveis dessas podem ser bastante informativos na avaliagdo da
homeostase intestinal. A presenca de microrganismos, como bactérias ndo-comensais, no TGI
pode induzir uma resposta antimicrobiana caracterizada por um aumento de células do tipo
Thl associado as citocinas IFN-y e IL-12 (Gause et al., 2013). Ao observar a Figura 4.5-A e
B, nota-se que nao existe diferenga significativa entre os niveis dessas citocinas ao comparar
todos os grupos experimentais entre si. A manuten¢do dos niveis basais de IFN-y e IL-12
parece indicar que, tanto os animais do grupo que recebeu apenas a inje¢ao de STZ (Grupo +),
como os pertencentes aos grupos que receberam a indugdo quimica da T1D e, pela via oral, as
linhagens bacterianas recombinantes (Grupos F, F-IL-4, F-IL-10 e F-IL-4/IL-10), ndo tiveram
estimulo para o aumento dessas citocinas, as quais sdo associadas a um perfil pro-

inflamatorio.

Assim como IFN-y e IL-12, TNF-o consiste em uma citocina pro-inflamatoria,
associada as respostas imune inatas, fundamental para a imunidade de mucosas. Tamanha
importancia ¢ ilustrada pelo fato de TNF-a ter sido a primeira citocina a ser alvo de um
anticorpo neutralizante clinicamente aplicavel. Entretanto, tem sido mostrado que TNF-a
pode também exercer propriedades anti-inflamatorias, dependendo do cenario clinico e do
alvo celular. Essas particularidades evidenciam a relevancia dessa citocina tanto na
homeostase de mucosa quanto em um contexto inflamatoério (Bohan et al., 2003; Bamias et
al., 2012). O TNF-a pode induzir a apoptose de células efetoras ativadas — propriedade que
pode explicar os casos observados de melhora de inflamacdo aguda associadas ao efeito dessa
citocina (Zheng et al., 1995; Zhou et al., 1996). Além disso, TNF-a também exerce um efeito
protetivo na manuten¢do da integridade da barreira epitelial, como foi demonstrado por
Pagnini e colaboradores, em 2010, em que o aumento da produg¢do da citocina em questio estd
diretamente relacionado ao restabelecimento da funcdo da barreira epitelial em um modelo de
inflamacao intestinal (Pagnini et al., 2010). Ao medir os niveis de TNF-a, observou-se que
todos os grupos experimentais apresentaram niveis similares dessa citocina, ndo havendo
diferengas estatisticas entre eles (Figura 4.5-C). Isso, por sua vez, sugere que, ao final dos

experimentos, tanto os grupos que foram submetidos a passagem de bactérias recombinantes
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pelo TGI, quanto os grupos que receberam salina 0,9% pela via oral, ndo apresentaram

nenhuma perturbagao capaz de alterar os niveis intestinais de TNF-o..
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Figura 4.5: Concentracio de IFN-y (A), IL-12 (B), TNF-a (C) e IL-6 (D) de amostras de c6lon de
camundongos C57BL/6 submetidos ou nio a inducdo quimica da diabetes experimental. Os
dados sdo apresentados como média = SD de 4 animais/grupo de trés experimentos independentes.

Sabe-se que a IL-6 ¢ uma citocina pleiotropica que, durante lesdes intestinais agudas,
parece estimular a proliferagdo epitelial — necessaria para a cicatrizagdo eficaz da mucosa
apos injuria. Observa-se também que, em alguns modelos de inflamagdo intestinal, 1L-6
apresenta niveis aumentados na mucosa intestinal. Durante a homeostase, o papel dessa
citocina ainda nao foi esclarecido (Maloy & Powrie, 2011; Kuhn et al., 2014). Dessa forma,
apo6s mensurar os niveis de IL-6 no cdlon dos animais submetidos ou ndo a indu¢do quimica
da T1D, verifica-se que todos os grupos experimentais mantiveram os niveis basais dessa
citocina, sugerindo que as multiplas doses de STZ e o meio escolhido para entrega dos
plasmideos codificadores de IL-4 e/ou IL-10 — por meio das linhagens bacterianas — ndo sao

capazes de causar de injuria na mucosa intestinal (Figura 4.5-D).

47



A diferenciacdo das células Thl7, principais produtoras de IL-17, ocorre pela
sinalizacdo de IL-6, juntamente com TGF-B. Os subtipos predominantes de IL-17, IL-17A e
IL-17F, tém efeitos pro-inflamatérios € medeiam a quimiotaxia de neutrofilos (Hooper &
Macpherson, 2010). IL-17 também ¢é um importante regulador da funcdo de barreira,
intrinseca a mucosa, ¢ tem sido demonstrado que essa citocina estimula a expressao de
claudinas, as quais s3o componentes das junc¢des oclusivas nas células epiteliais intestinais.
Portanto, ¢ reconhecido que IL-17 desenvolve um papel na manutencdo da homeostase
intestinal, apesar da fun¢do exata dessa citocina ainda ser incerta (Jin et al., 2012). Ao medir
os niveis de IL-17 no colon, observa-se que ndo ha diferenca significativa entre todos os
grupos experimentais, constituindo, assim, mais um indicio da preservacdo da homeostase
intestinal dos animais, apesar das diferencas na suplementagdo intragéastrica e na indug¢do ou

ndo da T1D experimental (Figura 4.6-A).
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Figura 4.6: Concentracio de IL-17 (A), TGF-p (B), IL-10 (C) e IL-4 (D) de amostras de c6lon de
camundongos C57BL/6 submetidos ou nao a inducdo quimica da diabetes experimental. Os
dados sdo apresentados como média £ SD de 4 animais/grupo de trés experimentos independentes.
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A citocina TGF- estd presente em altas concentracdes no intestino e tem um
envolvimento crucial na modulagdo da resposta imune. Na imunidade intestinal, TGF-3
suprime respostas inflamatérias a antigenos bacterianos do limen e contribui para a indugao
de tolerancia imunolégica (Thara et al., 2017). TGF-B ¢ produzido como um precursor inativo
que precisa ser modificado pds-traducionalmente para se tornar biologicamente ativo. Este ¢
um processo rigorosamente controlado que, recentemente, demonstrou envolver a expressao
da molécula de integrina a,fs em células dendriticas e macrofagos intestinais (Coombes &
Powrie, 2008), bem como a expressao da pro-proteina convertase furina em células T (Pesu et
al., 2008). Como as células epiteliais intestinais sofrem apoptose em condigdes fisiologicas,
isso pode fornecer uma fonte de TGF-B que promove a tolerancia em condi¢des de
homeostase. Por fim, um estudo recente sugere que a estimulagdo de respostas intestinais de
IgA dependente de TGF-B ¢ outro mecanismo através do qual as células Treg podem reforcar
a homeostase intestinal (Cong et al., 2009). Desse modo, foi possivel observar que todos os
grupos experimentais foram capazes de expressar TGF-B em niveis basais similares,
indicando que, apesar de alguns grupos receberem multiplas doses de STZ e linhagens
bacterianas recombinantes, a promog¢ao da tolerancia e manuten¢do da homeostase ocorreram

em niveis semelhantes em todos os animais (Figura 4.6-B).

Assim como TGF-B, IL-10 também pode ser produzida por linfocitos T CD4" Foxp3"
(linfécitos Treg). O intestino contém um grande niimero de células CD4'TL-10"; no colon,
essas sdo principalmente Foxp3'. As bactérias intestinais podem promover a atividade das
células Treg do célon induzindo a producdo de IL-10 (Izcue et al, 2009). Em conjunto,
estudos genéticos e funcionais destacam a importancia da IL-10 na homeostase intestinal e
sugerem que a capacidade das bactérias intestinais de induzir a sintese de IL-10 pode ser uma
importante faceta do mutualismo hospedeiro-comensal (Maloy & Powrie, 2011). Ao verificar
os niveis intestinais de IL-10, percebe-se que os niveis dessa citocina ndo diferem
significativamente entre os grupos experimentais (Figura 4.6-C). Logo, acredita-se que, caso a
sintese de IL-10 tenha sofrido alguma alteragdo motivada pela passagem das linhagens
bacterianas recombinantes (Grupos F, F-IL-4, F-IL-10 e F-IL-4/IL-10) ou pela transcrigdo e
tradug¢do do plasmideo pValac::/L-10 (Grupos F-IL-10 e F-IL-4/IL-10), esse efeito ja ndo ¢
mais observado no dia em que foi preparado o homogenato do cdlon (dia 14 do cronograma).
Assim, ao final dos experimentos, todos os grupos apresentaram niveis basais de IL-10,

sugerindo que a homeostase intestinal dos animais foi mantida ou, pelo menos, restabelecida.
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Igualmente a outras citocinas, os efeitos da IL-4 durante os periodos de homeostase
intestinal ndo estdo bem esclarecidos ainda. Sabe-se que niveis aumentados dessa citocina
podem induzir a mastocitose intestinal. Além disso, foi demonstrado que a via STAT6
(transdutor de sinal e ativador de transcricdo 6 — do inglés, Signal Transducer and Activator
of Transcription 6), ativada pela ligagdao de IL-4 e/ou IL-13 no receptor IL-4R, ¢ critica para
diversos efeitos subsequentes na fisiologia da mucosa intestinal, como aumento da
permeabilidade da mucosa e diminuicao da absor¢do de glicose (Madden ef al., 2002). Dessa
forma, observou-se que os niveis de IL-4 mantiveram valores proximos, ao comparar todos os
grupos experimentais (Figura 4.6-D). Nos grupos F-1L-4 e F-IL-4/IL-10, nos quais os animais
receberam doses contendo a linhagem L. lactis MG1363 FnBPA® (pValac::dts::/L-4),
acredita-se que os niveis igualmente basais de IL-4 se deve ao fato de que as bactérias
administradas sdo transientes no TGI dos camundongos, persistindo por no maximo 24 horas
(Mercenier et al., 2000), e essa analise foi feita uma semana apos a ultima suplementagao

bacteriana.

Sendo assim, os dados coletados sugerem que, nem a administragdo de multiplas doses
de STZ e nem a suplementagio intragastrica com as linhagens L. lactis MG1363 FnBPA", L.
lactis MG1363 FnBPA" (pValac::dts::IL-4) e L. lactis MG1363 FnBPA" (pValac::IL-10),
parecem ter alterado, de forma significativa, o microambiente do TGI ou, caso tenham

alterado, isso ocorreu temporariamente e por um curto periodo.

4.3 Avaliacao das respostas imunologicas no soro sanguineo de camundongos que
receberam linhagens bacterianas recombinantes codificadoras de 1L-4 ou IL-

10 no modelo experimental de T1D

Com o intuito de verificar os niveis sistémicos de algumas citocinas que podem ter
efeitos significantes no desenvolvimento da T1D experimental, foram mensurados os niveis

de IL-2, IFN-y, IL-4 e IL-10 no soro sanguineo dos animais (Figura 4.7).

Sabe-se que a conservagdo dos niveis de IL-2 em um estado basal pode ser
considerada um estimulo “fraco” para as células T efetoras e também as células NK.
Entretanto, esses mesmos niveis sdo cruciais para a manutengdo das células Treg. Assim, uma
redu¢@o na biodisponibilidade periférica de IL-2 pode interferir na homeostase e funcdo de
Treg, e levar a quebra da tolerancia imune (Malek, 2008). Além disso, ja foi demonstrado que

a administracdo de anticorpos neutralizantes anti-IL-2 acelera a T1D experimental no modelo
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de camundongos NOD (Pérol et al., 2016). Dessa forma, a IL-2 caracteriza-se como uma
citocina importante para ser acompanhada no estudo da T1D. Sendo assim, nota-se, na figura
4.7-A, que a concentragdo de IL-2, em todos os grupos, manteve-se em valores muito
proximos, ndo sendo diferentes estatisticamente. Os niveis similares de IL-2 de animais dos
grupos —, CV e + sugere que o modelo de multiplas doses de STZ ndo provoca a diminui¢ao
da concentragdo dessa citocina no soro sanguineo, dez dias apo6s a indu¢do quimica da T1D
experimental. Ademais, a observagdo desses mesmos niveis nos demais grupos (Grupos F, F-
IL-4, F-IL-10 e F-IL-4/IL-10) indica que, nesse momento da amostragem, a administracao de
diferentes linhagens bacterianas recombinantes ndo foi capaz de alterar os niveis de IL-2 no

soro sanguineo.
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Figura 4.7: Concentracio de IL-2 (A), IFN-y (B), IL-4 (C) e IL-10 (D) de amostras de soro
sanguineo de camundongos CS57BL/6 submetidos ou ndo a inducdo quimica da diabetes
experimental. *: p < 0,05. Os dados sdo apresentados como média = SD de 6 animais/grupo de trés
experimentos independentes.
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IFN-y ¢, reconhecidamente, uma citocina do perfil Thl, a qual sinaliza e medeia
diversos processos pro-inflamatorios. Desse modo, o monitoramento dessa citocina, tanto nas
respostas locais quanto nas sistémicas, ¢ de extrema importancia nas doencas autoimunes,
como a T1D (Padgett et al., 2013). A figura 4.7-B mostra que os niveis de IFN-y nao
apresentaram diferenca estatistica entre todos os grupos experimentais. Ademais, sabe-se que
a auséncia de alteracdo dos niveis basais de IFN-y ndo indica que o mesmo ocorre localmente,
podendo haver uma alta concentracdo dessa citocina no infiltrado inflamatdrio das ilhotas

pancredticas, por exemplo (Bending ef al., 2012).

Também foi observado que as citocinas IL-4 e IL-10 no soro sanguineo apresentaram
niveis semelhantes, ao comparar todos os grupos experimentais (Figura 4.7-C e D,
respectivamente). Tal fato concilia com o que ja era esperado, pois os niveis, possivelmente,
aumentados dessas citocinas no soro sanguineo ocorreriam nos dias em que foram
administradas as linhagens L. lactis MG1363 FnBPA" (pValac::dts::/L-4) e L. lactis MG1363
FnBPA" (pValac::IL-10), uma vez que essas permanecem por, no maximo, 24 horas no TGI
(Mercenier et al., 2000). Desse modo, o efeito dessas linhagens e do aumento das citocinas
IL-4 e IL-10, concomitante ao impacto subsequente dessas no modelo de multiplas doses de
STZ, seria analisado, mais satisfatoriamente, nas andlises pancredticas; possibilitando avaliar
o efeito imunomodulatério causado pelas intervencdes feitas ao longo da progressdo da T1D

experimental.

4.4 Avaliacao das respostas imunolégicas no pancreas de camundongos que
receberam linhagens L. lactis MG1363 FnBPA' portadoras dos vetores
pValac::dts::JL-4 ou pValac::IL-10 no modelo de multiplas doses de STZ

Para investigar os possiveis efeitos imunomodulatorios causados pelas diferentes
linhagens bacterianas recombinantes no modelo de T1D induzido por multiplas doses de STZ,
primeiramente, foi analisado o grau de insulite nas ilhotas pancreaticas de cada grupo
experimental. Os grupos — ¢ CV, nos quais os animais receberam, pela via intraperitoneal,
salina 0,9% e tampao citrato de sddio, respectivamente, e, pela via intragastrica, salina 0,9%,
apresentaram ilhotas pancredticas sem nenhum infiltrado inflamatorio (Figura 4.8). A
arquitetura histologica normal, de um animal proveniente do grupo —, foi exemplificada na
figura 4.9-A. J4 os animais que receberam as multiplas doses de STZ e, apenas salina 0,9%
pela via intragastrica (Grupo +), apresentaram uma média de grau de insulite de 1,5. Esse

valor se encaixa entre os pardmetros de peri-insulite e infiltragdo moderada das ilhotas de
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Langerhans. Nota-se, entretanto, que os animais submetidos a indugdo quimica da T1D e que
receberam doses de L. lactis MG1363 FnBPA" (Grupo F) apresentaram grau de insulite
estatisticamente superior que a do grupo +. Isso indica que essa linhagem bacteriana
favoreceu o aumento da inflamagdo, de maneira quantitativa e qualitativa, nas ilhotas
pancredticas, a qual culmina com o estabelecimento da T1D. Uma sec¢do histologica
demonstrando o grau de insulite 3, proveniente de um animal do grupo F, ilustra um infiltrado

linfocitario extenso em uma ilhota pancreatica (Figura 4.9-B).

Ao administrar, individualmente, as linhagens L. lactis MG1363 FnBPA"
(pValac::dts::IL-4) e L. lactis MG1363 FnBPA" (pValac::/L-10) (Grupos F-IL-4 e F-IL-10,
respectivamente), observou-se o mesmo grau de insulite (0,75) nas ilhotas pancreaticas
(Figura 4.8). Esse grau se encaixa entre os parametros de peri-insulite e auséncia de infiltrado
inflamatorio. Além disso, nota-se que o grau de insulite desses grupos foi estatisticamente
menor (p < 0,001) que o apresentado pelos animais do controle positivo da T1D experimental

(Grupo +).
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Figura 4.8: Grau de insulite visualizado nas ilhotas pancreaticas de camundongos C57BL/6
submetidos ou ndo a inducio quimica da T1D experimental e suplementados com diferentes
linhagens bacterianas recombinantes. *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001. Os dados sdo
apresentados como média £ SD de 2 animais/grupo de trés experimentos independentes.
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Figura 4.9: Cortes histologicos mostrando as ilhotas pancreiticas de camundongos C57BL/6
submetidos ou ndo a inducio quimica da T1D experimental e suplementados com diferentes
linhagens bacterianas recombinantes. (A) Ilhotas pancreaticas de um animal pertencente ao controle
negativo da T1D (Grupo —) demonstrando a arquitetura histolégica normal. (B) Ilhota pancreatica de
um animal pertencente ao grupo que recebeu doses de L. lactis MG1363 FnBPA" (Grupo F),
demonstrando o infiltrado linfocitario (seta branca) que se compromete uma area superior a 50% da
area da ilhota — considerado grau 3 de insulite. (C) Ilhota pancreatica de um animal pertencente ao
grupo que recebeu doses de L. lactis MG1363 FnBPA' (pValac::dts::IL-4) e L. lactis MG1363
FnBPA" (pValac::IL-10) (Grupo F-IL-4/IL-10), demonstrando a manutencio da arquitetura normal da
ilhota pancreatica. A barra de escala corresponde a 100 pm.
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Como foi visto até agora, todos os animais que receberam a indugdo quimica da T1D
experimental — Grupos +, F, F-IL-4 e F-IL-10 — apresentaram algum grau de insulite. O
mesmo ocorreu com os animais do grupo F-IL-4/IL-10, entretanto, esses foram os que
apresentaram o menor grau de insulite, comparado com os que receberam injecdes de STZ
(Figura 4.8). O grau de insulite de 0,25 dos animais que receberam, conjuntamente, doses
contendo L. lactis MG1363 FnBPA" (pValac::dts::IL-4) e L. lactis MG1363 FnBPA"
(pValac::IL-10), mostrou-se estatisticamente menor (p < 0,001) que o apresentado pelos
animais do grupo +. Esses dados sugerem que a suplementagdo oral dessas linhagens
bacterianas juntas (Grupo F-IL-4/IL-10) potencializou o efeito das linhagens administradas
individualmente (Grupos F-IL-4 e F-IL-10), resultando em uma prote¢ao parcial da destrui¢ao
das ilhotas pancreaticas. A preservacdo da arquitetura histoldégica normal, de um animal

proveniente do grupo F-IL-4/IL-10, foi exemplificada na figura 4.9-C.

O modelo de multiplas doses de STZ, assim como a T1D em humanos, ¢ mediado por
linfocitos T e caracteriza-se pela progressao de infiltrado inflamatdrio nas ilhotas pancreaticas
e desequilibrio de citocinas (Cetkovic-Cvrlje et al., 2017). Sendo assim, para investigar o
efeito positivo observado na redugdo significativa do grau de insulite e preservagao de grande
parte das ilhotas pancredticas, com arquitetura histologica normal, decorrente da
administracio intragastrica das linhagens L. lactis MG1363 FnBPA" (pValac::dts::IL-4) e L.
lactis MG1363 FnBPA" (pValac::IL-10), os niveis de vérias citocinas envolvidas no

desenvolvimento da T1D foram mensuradas.

A sintese da citocina pré-inflamatoria IFN-y por células T diabetogénicas tem sido
reconhecida como um importante fator contribuidor para a patogénese autoimune na T1D.
Evidéncias adicionais também mostraram que o aumento da expressdo de MHC ¢ mediado
por IFN-y (Cockfield ef al., 1989; Klinkhammer et al., 1989) e linfoproliferacao ¢ observada
apos administracdo de STZ (Klinkhammer et al., 1988). No entanto, o mecanismo pelo qual
essa citocina induz autoimunidade, correlacionado a diferentes periodos no desenvolvimento
da T1D, ainda ndo foi totalmente elucidado (Bending et al., 2012). Ao mensurar os niveis de
IFN-y, nota-se que todos os grupos apresentaram niveis proximos dessa citocina (Figura
4.10). Essa observacdo condiz com os relatos na literatura, em que estudos que
acompanharam a progressao da T1D induzida quimicamente mostraram um pico inicial de
IFN-y, entre o 3° e 6° dia apds a ultima inje¢do de STZ, enquanto que, no 11° dia, os niveis

dessa citocina nos grupos que receberam e nos que ndo receberam as multiplas doses de STZ
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sdo estatisticamente iguais. Os niveis de IFN-y comegaram a se diferenciar novamente, entre
os esses dois grupos, apenas no 25° dia apos a indug¢ao quimica da T1D (Miiller et al., 2002;
Yaochite et al., 2013). Como a amostragem dos pancreas, do presente trabalho, foi feita no
dia 14 do cronograma experimental, o qual corresponde ao 10° dia apos a ultima injecdo de

STZ, sugere-se que seja o intervalo entre os picos registrados de IFN-y.

1.04

Concentragao IFN-y (ngfmL)

g
111

1

x < GO e

Yy oV &
€N

Qx

Figura 4.10: Concentracio de IFN-y de amostras de péincreas de camundongos C57BL/6
submetidos ou nao a inducio quimica da diabetes experimental. Os dados sdo apresentados como
média = SD de 4 animais/grupo de trés experimentos independentes.

Um outro importante efetor da patogénese da T1D consiste na citocina TNF-a., a qual
promove adesdo celular por ativacdo de células endoteliais, enderegamento (homing)
leucocitario, regulagdo positiva de MHC de classe 1 e II dentro da ilhota pancreética e
ativagdo de células T e APCs. A producdo de TNF-a por linfécitos T CD8" é diretamente
citotoxico para células 3. Ademais, esses linfocitos secretam IFN-y e TNF-a para favorecer a
apresentacdo de autoantigenos por células dendriticas e aumentar a expressao de Fas e MHC
de classe I nas células B, aumentando, assim, a autoimunidade mediada por linfécitos T e
promovendo a destruicdo das células produtoras de insulina (Padgett et al., 2013). Em 2001,
Holstad e Sandler demonstraram que um inibidor transcricional de TNF-a ¢ capaz de prevenir
a T1D experimental induzida por multiplas doses de STZ (Holstad & Sandler, 2001).
Ademais, varios estudos j& demonstraram que a combinagdo de TNF-a, IL-18 e IFN-y
induzem a morte das células [ pancreaticas (Thomas et al., 2002; Gysemans et al., 2005;
Vincenz et al., 2011). Na figura 4.11 observa-se que os niveis de TNF-o no homogenato

pancreatico seguiram o mesmo perfil observado na mensuracdo dos niveis de IFN-y (vide
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figura 4.10), na comparagdo entre todos os grupos experimentais. Visto que essas duas
citocinas agem sinergicamente na inducdo da morte de células B e que, pela andlise
histologica, alguns grupos experimentais ja apresentaram vasta destrui¢do das ilhotas, no
periodo em que a andlise das citocinas foi feita, o pico de concentragdo de TNF-a ja ocorreu

e, entdo, a T1D experimental ja esta estabelecida.

Concentragao TNF-w (ng/mL)

Figura 4.11: Concentracio de TNF-o de amostras de pancreas de camundongos C57BL/6
submetidos ou nao a inducio quimica da diabetes experimental. Os dados sdo apresentados como
média = SD de 4 animais/grupo de trés experimentos independentes.

No modelo de diabetes espontanea, estudos que utilizam como estratégia a
transferéncia génica de IL-4 mediada por biolistica ou administragdo repetida de IL-4
obtiveram sucesso na prevencdo do inicio do desenvolvimento da T1D experimental
(Cameron et al., 1997, 2000). A IL-4 ¢ conhecida por induzir a geragdo de macrofagos do
perfil M2 e, ja foi demonstrado em camundongos NOD que, sincronicamente, assumem
funcdes regulatdrias no desenvolvimento da doenga (Osada ef al., 2013). Sendo assim, por se
apresentar como uma citocina do perfil Th2, a IL-4 se torna interessante para o modelo de
T1D, uma vez que esse consiste em um modelo mediado por respostas pro-inflamatdrias Thl.
Como esperado, os animais do controle positivo (Grupo +) apresentaram niveis reduzidos de
IL-4, quando comparados aos grupos — e CV (Figura 4.12). Nota-se, também, que os grupo F
e os que receberam doses contendo a linhagem L. lactis MG1363 FnBPA" (pValac::dts::IL-4)
— Grupos F-IL-4 e F-IL-4/IL-10 — apresentaram niveis de IL-4 préximos ao que ¢ visto em
animais saudaveis (Grupo —). Interessantemente, os animais que receberam doses contendo
apenas a linhagem L. lactis MG1363 FnBPA" (pValac::/L-10) apresentaram niveis de IL-4

estatisticamente menores que os apresentados pelos animais pertencentes aos grupos — e CV.
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Sugere-se que isso se deve a auséncia de estimulo suficiente de IL-4 nas fases iniciais do
desenvolvimento da T1D experimental, uma vez que esses animais ndo receberam a linhagem

contendo o plasmideo codificador de IL-4.
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Figura 4.12: Concentracio de IL-4 de amostras de pincreas de camundongos C57BL/6
submetidos ou ndo a inducdo quimica da diabetes experimental. *: p < 0,05; **: p < 0,01. Os
dados sdo apresentados como média £ SD de 4 animais/grupo de trés experimentos independentes.

Pelo menos dois tipos de Tregs CD4 " foram descritos com base em sua origem, fungio
e mecanismos de acdo. As Tregs naturais (nTregs) sdo gerados no timo e sdo especificos para
auto-antigenos. Enquanto que as Tregs induzidas (iTregs) derivam de precursores maduros
CD4'CD25 FOXP3" na periferia, apos estimulacio antigénica adequada na presenca de TGF-
B e IL- 2. As iTregs podem ser distinguidas de nTregs com base na metilagdo de uma regido
definida dentro do locus FOXP3 (TSDR — do inglés, Treg Specific Demethylated Region), que
¢ constantemente desmetilado, de maneira exclusiva, nas nTregs (Belkaid & Chen, 2010;
Chatenoud, 2011). Paralelamente, estudos prévios mostraram que TGF-f possivelmente
desempenha uma func¢do importante na recuperagdo de ilhotas pancredticas no modelo de
diabetes espontanea, uma vez que essa citocina induz células Treg na periferia (Park et al.,
2008). Assim, visto que, na T1D, as células Treg exercem um papel regulatério fundamental e
esta pode ser estimulada por TGF- (Amu et al., 2010; Zhou et al., 2011), os niveis dessa
citocina foram mensurados. Observou-se que os animais que receberam multiplas doses de
STZ e apenas salina 0,9%, pela via intragastrica, (Grupo +) apresentaram concentragdo de
TGF-B estatisticamente menor do que os animais que receberam salina 0,9% pelas vias
intragastrica e intraperitoneal (Grupo —) (Figura 4.13). Ao passo que, 0s grupos que

receberam linhagens bacterianas recombinantes (Grupos F, F-IL-4, F-IL-10 e F-IL-4/IL-10)
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parecem estar em fase de recuperagdo dos niveis basais de TGF-f, ja os niveis dessa citocina

ndo diferem estatisticamente dos apresentados pelos grupos —, CV e +.

.
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Figura 4.13: Concentracdo de TGF-f de amostras de pincreas de camundongos C57BL/6
submetidos ou nio a inducido quimica da diabetes experimental. *: p < 0,05. Os dados sdo
apresentados como média £ SD de 4 animais/grupo de trés experimentos independentes.

A IL-10 atua nas ilhotas pancredticas suprimindo a produgdo de IFN-y, IL-13, IL-12 ¢
TNF-a — citocinas pré-inflamatorias que estimulam a progressao da insulite destrutiva (Xu et
al., 2015). Ha varios estudos que enfatizam a importancia da IL-10 nas intervencdes
terapéuticas da TI1D. Dentre esses, foi demonstrado que o tratamento sistémico de
camundongos NOD de 4 semanas de idade com altas doses de um vetor viral expressando IL-
10 murina resultou no aumento da porcentagem de células Treg CD4'CD25" e, assim, foi
capaz de prevenir a TID (Goudy et al., 2003). Assim como foi observado por Yaochite e
colaboradores, em 2013, no modelo de multiplas doses de STZ (Yaochite et al., 2013), os
animais pertencentes ao controle positivo da T1D experimental (Grupo +) mostraram nivel de
IL-10 estatisticamente menor que o apresentado pelos animais do controle negativo da doenca
(Grupo —) (Figura 4.14). Tal observacao suporta a ideia de que os animais pertencentes aos
grupos F, F-IL-4, F-IL-10 e F-IL-4/IL-10, os quais receberam doses de linhagens bacterianas
recombinantes, estdo recuperando os niveis basais dessa citocina — que podem ser vistos nos

animais dos grupos —e CV.
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Figura 4.14: Concentracio de IL-10 de amostras de pancreas de camundongos C57BL/6

pY

submetidos ou nio a inducdo quimica da diabetes experimental. *: p < 0,05. Os dados sdo
apresentados como média £ SD de 4 animais/grupo de trés experimentos independentes.

A IL-2 ¢ considerada uma citocina de extrema importancia para o controle da
progressdo da T1D. Essa se caracteriza como uma citocina pleiotrdpica que favorece a
expansdo e ativacdo de células Treg tanto em camundongos como humanos (Grinberg-Bleyer
et al., 2010). Como as células Treg ndo possuem a capacidade de produzir IL-2, essas células
sdo dependentes da producdo paracrina para o seu desenvolvimento e fun¢do. As principais
células produtoras de IL-2 sdo os linfocitos T CD4" e CD8" ativados convencionalmente, mas
linfocitos T autorreativos também sdo uma fonte possivel de IL-2 (Hartemann & Bourron,
2012). E sugerido que os linfocitos T efetores autorreativos reconhegam autoantigenos
apresentados pelas células dendriticas, produzam IL-2 quando ativados e, entdo, ativam Tregs
especificas que ja estdo engajadas pelo TCR (receptor de célula T — do inglés, 7-Cell
Receptor). Por fim, essas células Tregs poderiam suprimir os linfocitos T autorreativos,

mantendo, assim, a tolerancia imune (Malek & Castro, 2010).

Ja foi demonstrado que quantidades insuficientes de IL-2 no pancreas foram
responsaveis pela baixa sobrevivéncia de células Treg nesse tecido, o que levaria a quebra da
auto-tolerancia e, assim, ao desenvolvimento da T1D (Tang et al., 2008). Dessa forma, para
auxiliar a compreensdo dos efeitos subsequentes a administracdo de linhagens bacterianas
recombinantes no modelo de indu¢do quimica da T1D, os niveis de IL-2 foram mensurados
no homogenato pancreatico. Na figura 4.15, nota-se que os animais pertencentes ao grupo
controle + da T1D experimental (Grupo +) apresentaram niveis estatisticamente menores que
os apresentados pelos animais pertencentes aos grupos — e CV. Essa observagdo evidencia

que, no modelo de multiplas doses de STZ, dez dias apds a ultima injecdo do agente indutor
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da T1D experimental, ha uma reducdo significativa na concentragdo de IL-2 — uma citocina
reconhecida por favorecer a expansdo e ativagao de células Treg, as quais poderiam suprimir a
autoimunidade. Surpreendentemente, observou-se que os animais que receberam doses com
as linhagens L. lactis MG1363 FnBPA" (pValac::dts::IL-4) e L. lactis MG1363 FnBPA"
(pValac::IL-10) (Grupo F-IL-4/IL-10) apresentaram niveis significantemente maiores que 0s
apresentados pelos animais pertencentes ao controle positivo da T1D (Grupo +). Ademais, o
grupo F-IL-4/IL-10 ndo se mostrou estatisticamente diferente dos grupos — ¢ CV —
considerados referéncia de animais saudaveis. Tais observagdes sugerem que a concentragao
aumentada de IL-2 visualizada nos animais que receberam linhagens bacterianas portadoras
de vetores de expressdo eucaridtica de IL-4 e IL-10, em comparagdo aos animais do controle
positivo, tenha induzido a expansdo e ativagdo de células Treg nas ilhotas pancreaticas no
periodo de injecao e agdo do STZ. Logo, essas células seriam capazes de suprimir parte dos
linfocitos T autorreativos, resultando na protecdo parcial vista nas analises histologicas (vide

figura 4.8 ¢ 4.9).
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Figura 4.15: Concentracio de IL-2 de amostras de pincreas de camundongos C57BL/6
submetidos ou ndo a inducdo quimica da diabetes experimental. **: p < 0,01; ***: p < 0,001. Os
dados sdo apresentados como média £ SD de 4 animais/grupo de trés experimentos independentes.

4.5 Discussao geral

Primeiramente, a escolha do modelo de diabetes quimicamente induzido foi feita
devido a esse ter sido estabelecido a mais de trinta anos atrds e possibilitar a deteccdo do
processo de insulite e hiperglicemia persistente, ambos resultantes da destrui¢do seletiva de

células 3 pancreaticas. Esse processo parece decorrer de uma lesdo inicial, causada pela STZ,
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nas células produtoras de insulina, a qual ¢ amplificada pelas células do sistema imunologico
— assemelhando-se a etiologia autoimune da T1D (Lenzen, 2008). O desenvolvimento da
doenga ¢ dependente de linfécitos T e a contribuicdo de respostas imunes mediadas por essas
células no modelo de T1D induzido por multiplas doses de STZ ¢ comprovada por diversos
estudos (Miiller ef al., 2002): (i) a doenca experimental ¢ inibida pela administracdo de
anticorpos anti-CD3 ou essa pode ser induzida através da transferéncia adotiva de
esplenocitos derivados de animais injetados com STZ (Paik et al., 1980; Kim & Steinberg,
1984; Herold et al., 1987); (i) a suscetibilidade a TID foi aumentada em camundongos
transgénicos expressando a molécula co-estimulatoria de linfocitos T — CD80 — nas células 3
pancreaticas (Harlan et al., 1995); (ii1) STZ induziu linfoproliferacdo dependente de linfécitos
T locais in vivo e expressao transiente de antigenos complexados a moléculas de MHC de
classe II (Klinkhammer et al., 1988, 1989); (iv) STZ estimulou a secrecao sistémica de IFN-y
por linfécitos T (Cockfield et al, 1989). Esse modelo de inducdo quimica da TI1D
experimental ainda apresenta outras vantagens, como o curto prazo de tempo para
estabelecimento da doenga e a maior acessibilidade ao modelo, ja que os camundongos que
desenvolvem diabetes espontaneamente ndo sdo comercializados por muitos biotérios,
tornando mais dificil a replicagdo dos experimentos. Além disso, ainda héa poucos estudos que
testam drogas imunomodulatérias no modelo de multiplas doses de STZ, contribuindo,

também, para a escolha desse modelo de T1D experimental pelo presente trabalho.

Embora a entrega local de citocinas a locais de inflamacdo seja uma forma mais
racional e plausivel de imunoterapia, a maioria dos estudos de IL-4 e/ou IL-10 administrados
sistematicamente demonstrou os beneficios desta estratégia na T1D experimental — todos
realizados em camundongos NOD (Koh et al., 2000; Ko et al., 2001; Lee et al., 2003). Nesse
contexto, em 2008, foi proposto um modelo no qual evidencia-se como o ambiente intestinal
pode interferir, de maneira crucial, no desenvolvimento da T1D (Figura 4.16). Ademais, nota-
se que a liberacdo de citocinas — e, consequentemente, seus efeitos — ¢ um fator-chave na
integracdo das trés facetas propostas (microbiota, absor¢ao e imunidade de mucosa alteradas)
associadas ao ambiente intestinal com o desenvolvimento da T1D. Paralelamente, diversos
trabalhos indicam que respostas imunes devidas a estimulos provenientes do intestino podem
modular a inflamag¢do prejudicial que culmina com o estabelecimento da doenga (Mishra et
al., 2013). Os resultados de Wen e colaboradores, em 2008, sugerem que a interagdo de
microrganismos intestinais com o sistema imune inato ¢ um fator epigenético critico de

modificacdo da pré-disposi¢dao a TID (Wen et al., 2008).
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Figura 4.16: Modelo hipotético da contribuicdo de diversos componentes do ambiente intestinal
na patogénese da T1D. Adaptado: Vaarala et al., 2008.

No presente estudo, optou-se por avaliar se a passagem das linhagens bacterianas
recombinantes alterou o stafus basal intestinal por meio da mensuracdo de citocinas, uma vez
que essas desempenham um papel fundamental na manuten¢do da homeostase intestinal,
orquestrando as a¢des da imunidade inata e adaptativa, através de seus efeitos pro- ou anti-
inflamatorios (Elshaer & Begun, 2017). Sabe-se que, em circunstincias normais, 0s
mecanismos regulatdrios superam os sinais inflamatoérios induzidos pela reacdo do sistema
imune aos estimulos presentes no limen intestinal (Figura 4.17). Apos execugdo das réplicas
experimentais, verificou-se uma redug¢do nos niveis de sIgA, o que pode indicar que,
previamente, as bactérias foram internalizadas por células intestinais. Esse indicio ¢ favoravel
visto que, apenas quando as bactérias administradas sdo englobadas pelas células eucarioticas,
¢ possivel a transcricdo e tradu¢do do plasmideo codificador de IL-4 (pValac::dts::/L-4) ou
IL-10 (pValac::IL-10). Ademais, com relagdo a todas as citocinas testadas (IL-4, IL-6, IL-10,
IL-12, IL-17, IFN-y, TNF-a e TGF-B), ndo foi visualizada nenhuma alteracdo que indicasse a
modificacdo da homeostase imune intestinal, sete dias apdés a tultima suplementagdo
bacteriana. Isso ressalta que a escolha da linhagem bacteriana L. lactis MG1363 FnBPA" para

entrega dos plasmideos de expressdo eucariotica pValac::dts::/L-4 ou pValac::IL-10 foi
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acertada, uma vez que, caso a passagem das bactérias no TGI tenha favorecido a desregulagao

do microambiente intestinal, essa foi temporaria e em um curto periodo.

. Atividade regulatéria

. Atividade inflamatdria

. Microbiota intestinal

Homeostase Inflamagao

Status basal

Figura 4.17: Representacio esquemitica da homeostase imune intestinal. Adaptado: Izcue et al.,

2009.

Ao analisar os niveis das citocinas IL-2, IL-4, IL-10 e IFN-y no soro sanguineo, nao
foi detectada nenhuma diferenca significativa entre os grupos experimentais. Tal observacao ¢
plausivel devido a auséncia de suplementacdo bacteriana por uma semana anterior a
amostragem do soro sanguineo. Hipotetiza-se que, caso essa medigdo fosse realizada nos dias
em que eram administradas linhagens bacterianas recombinantes aos animais, poderia haver

alteracdes nos niveis de algumas das citocinas supracitadas, principalmente 1L-4 e IL-10.

Como resultado das analises histoldgicas do grau de insulite e dos niveis de citocinas
pro- e anti-inflamatorias no pancreas, observou-se que a administragdo combinada das
linhagens L. lactis MG1363 FnBPA" (pValac::dts::/L-4) e L. lactis MG1363 FnBPA"
(pValac::IL-10) (Grupo F-IL-4/IL-10) apresentou uma prote¢do parcial a inducdo da T1D
experimental pela preservagdo das ilhotas pancreaticas. Estudos anteriores sugerem que uma
combinacdo de IL-4 e IL-10 exerce um efeito sinérgico na supressdo da imunidade celular in
vivo (Powrie et al., 1993; Faust et al., 1996). Embora o mecanismo subjacente ndo seja
conhecido, os modos de agdo ligeiramente diferentes de IL-4 e IL-10 podem contribuir para o
efeito aumentado (Ko ef al., 2001). A IL-4 mostrou-se capaz de reduzir a produgdo de IL-1 de
monocitos e induzir um antagonista do receptor de IL-1 in vitro (Vannier et al., 1992). A
regulacdo negativa, mediada por IL-4, de TNF-a, IL-1 e da sintese de radicais de oxigénio

também foi demonstrada in vivo (Allen et al., 1993; Mulligan et al., 1993). Além disso, I1L-4
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diminui a producdo de 6xido nitrico por macrofagos ativados (Cenci et al., 1993). Enquanto
que a IL-10 mostrou ser capaz de suprimir TNF-a, IL-1 e a producdo de radicais de oxigénio
in vitro e in vivo (Bogdan et al., 1991; Gérard et al., 1993; Rott et al., 1994), além de inibir a
liberacdo de IFN-y por linfocitos Thl por meio da supressdo da sintese de IL-12 nas APCs
(Fiorentino et al., 1991). Hipotetiza-se que essas variagdes, possivelmente causadas pelo
efeito das linhagens bacterianas portadoras dos vetores de expressdo eucariotica codificadores
de IL-4 e/ou IL-10, ndo foram visualizadas na dosagem de citocinas devido ao periodo em
que foi feita a amostragem do pancreas. Caso essas mensuracdes fossem feitas nas fases mais
iniciais do progresso da doenga, provavelmente seriam verificadas alteragdes significativas
nos niveis dessas citocinas. Entretanto, foi detectada a recupera¢do do nivel basal de IL-2,
citocina fundamental para ativacdo e expansdo das células Treg, no homogenato pancreatico
dos animais que receberam doses contendo as linhagens L. lactis MG1363 FnBPA"

(pValac::dts::IL-4) e L. lactis MG1363 FnBPA" (pValac::IL-10), de modo combinado.

Ademais, ndo foi possivel desvendar os mecanismos envolvidos na piora, visualizada
nas andlises histologicas do grau de insulite, dos animais que receberam linhagens L. lactis
MG1363 FnBPA" (Grupo F) e receberam multiplas doses de STZ. Supde-se que o aumento de
citocinas pro-inflamatérias em resposta a passagem dessas bactérias no TGI pode ter
exacerbado os efeitos destrutivos da STZ, culminando na piora da T1D. Visto que essas
alteracdes soO seriam detectadas durante o periodo de suplementacdo bacteriana, um
monitoramento, com pequenos intervalos, feito ao longo do cronograma experimental poderia

auxiliar na elucidacao dos processos envolvidos.

Apesar do que foi visto nas analises pancredticas, local primario do desenvolvimento
da T1D, todos os animais que receberam a inducao por multiplas doses de STZ apresentaram
hiperglicemia e apresentaram perda de peso ao longo do cronograma experimental.
Entretanto, foram detectados niveis significantemente menores de glicosuria nos animais que
receberam doses contendo L. lactis MG1363 FnBPA" (pValac::dts::IL-4) e L. lactis MG1363
FnBPA" (pValac::/L-10) (Grupo F-IL-4/IL-10), em comparagio com os demais grupos que
receberam STZ (Grupos +, F, F-IL-4 ¢ F-IL-10).

Adicionalmente aos dados concernentes a diabetes experimental, os resultados
mostram que, a administragdo das linhagens bacterianas L. lactis MG1363 FnBPA"
(pValac::dts::IL-4) e L. lactis MG1363 FnBPA" (pValac::/L-10) parecem ser capazes de

induzir ndo s6 uma resposta imunologica local, como visto nos trabalhos de inflamacao
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intestinal (Zurita-Turk et al., 2014; Souza et al., 2016), mas também uma resposta sistémica
capaz de modular a progressdo da inflama¢do em outros microambientes, como as ilhotas de
Langerhans. De um modo geral, os resultados obtidos no presente trabalho trazem novos
questionamentos para o estudo dos efeitos imunomodulatérios causados pela administragao
combinada de linhagens L. lactis MG1363 FnBPA" portadoras de vetores de expressdo
eucariotica codificadores de IL-4 (pValac::dts::/L-4) e IL-10 (pValac::/L-10), visando uma
melhor compreensdo dos mecanismos associados a progressdao da T1D e, possivelmente,

auxiliando na busca por terapias alternativas.
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5. CONCLUSOES
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O presente trabalho permitiu as seguintes conclusoes:

- Através do monitoramento do peso e do acompanhamento dos niveis de glicemia e
glicostrria, foi verificado que todos os animais que receberam multiplas doses de STZ se

tornaram diabéticos logo apds a inducdo quimica da T1D experimental.

- Foi observada, nos dias 10 e 14 do cronograma experimental, uma reducao significativa nos
niveis de glicosuria nos animais que tiveram suplementacdo oral das linhagens L. lactis
MG1363 FnBPA" (pValac::dts::IL-4) e L. lactis MG1363 FnBPA" (pValac::IL-10) (Grupo F-
IL-4/IL-10), quando comparados aos demais grupos que também receberam STZ (Grupos +,

F, F-IL-4 e F-IL-10).

- Os niveis de sIgA foram reduzidos nos grupos que receberam linhagens bacterianas
recombinantes (Grupos F, F-IL-4, F-IL-10 e F-IL-4/IL-10), uma semana apds a ultima

administracdo dessas pela via intragastrica.

- Na mensuragdo de citocinas do coélon, amostrado no dia 14 do cronograma experimental,
ndo foram observadas diferencas significativas nas concentragdes de IL-4, IL-6, IL-10, IL-12,
IL-17, IFN-y, TNF-a ¢ TGF-f dos animais submetidos ou ndo a indu¢do quimica da T1D

experimental e suplementados com diferentes linhagens recombinantes.

- Os animais que receberam, intraperitonealmente, injecdes de STZ e, pela via intragastrica,
doses contendo L. lactis MG1363 FnBPA" apresentaram piora no grau de insulite comparados

aos animais que receberam apenas a induc¢do quimica da T1D experimental (Grupo +).

- Os animais que receberam a administragdo combinada das linhagens L. lactis MG1363
FnBPA" (pValac::dts::IL-4) e L. lactis MG1363 FnBPA" (pValac::IL-10) (Grupo F-IL-4/IL-
10) apresentaram o menor grau de insulite entre os demais grupos que também receberam
injecdes intraperitoneais de STZ (Grupos +, F, F-IL-4 e F-IL-10), resultando na maior

preservacao das ilhotas pancreaticas.

- A dosagem de citocinas no homogenato pancreatico ndo detectou diferencas significativas
na concentracao de L-4, IL-10, IFN-y, TNF-a e TGF-f3 entre os grupos que receberam STZ e
linhagens bacterianas recombinantes (Grupos F, F-IL-4, F-IL-10 e F-IL-4/IL-10) e o grupo

controle positivo da T1D experimental (Grupo +).

- Os animais que foram submetidos a indu¢do quimica da T1D e receberam suplementagao

oral das linhagens L. lactis MG1363 FnBPA" (pValac::dts::/L-4) e L. lactis MG1363 FnBPA"
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(pValac::IL-10) (Grupo F-IL-4/IL-10) apresentaram niveis estatisticamente maiores de IL-2,

quando comparados aos animais que receberam apenas as injegdes de STZ (Grupo +).
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6. PERSPECTIVAS
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Este trabalho constitui um primeiro passo na busca pelo entendimento dos
mecanismos intrinsecos a diabetes tipo 1 utilizando bactérias lacticas para entrega de vetores
codificadores das interleucinas 4 e 10, pela via intragastrica, no modelo de diabetes induzida
quimicamente por STZ. Ao longo do desenvolvimento do trabalho, novos questionamentos

surgiram, o que nos permite vislumbrar alguns cenarios de continuidade a esse estudo.

Com a finalidade de monitorar, de forma mais satisfatoria, as variagdes de citocinas ¢
a progressao histologica da insulite, animais submetidos a0 modelo de T1D induzido por STZ
e suplementados com as linhagens bacterianas recombinantes utilizadas neste estudo serdo
eutanasiados a cada trés dias do cronograma experimental, a partir do inicio da administragao
de STZ. Ademais, serdo realizadas cultura de esplendcitos e linfonodos duodenopancreaticos

para auxiliar no esclarecimento das respostas imunoldgicas até entdo observadas.

Por fim, com o intuito de entender, cada vez mais, 0os mecanismos intrinsecos a doenca
nos diferentes modelos animais disponiveis, as mesmas linhagens bacterianas serdo testadas
no modelo de diabetes espontanea, utilizando camundongos NOD, permitindo, também, uma

analise comparativa dos resultados obtidos nos principais modelos experimentais de T1D.
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