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RESUMO

Para manter a homeostase intestinal, o sistema imune lida tanto com os
antigenos patogénicos como também mantém um estado de tolerancia a
microbiota e aos antigenos alimentares com os quais entra em contato todos
os dias. No entanto, a perturbacdo desse equilibrio fino pode causar doenga
inflamataria intestinal (DIl) em hospedeiros geneticamente susceptiveis. IL-10
€ uma citocina reguladora que desempenha um papel importante na
homeostase da mucosa do intestino e isso € ilustrado pelo fato de que
camundongos IL-10-/- desenvolvem colite espontanea. Nesse estudo,
analisamos as alteracfes imunoldgicas que acompanham o desenvolvimento
de colite em camundongos IL-10-/- com diferentes idades. Defeitos em
elementos reguladores na mucosa do intestino tais como a menor frequéncia
de células T CD4'CD25Foxp3* foram detectados a partir de 6 semanas de
idade. Em paralelo, houve um aumento na frequéncia de células T ativadas
no colon. A progressao da colite culmina com a reducédo da frequéncia de
linfocitos intraepiteliais TCRyd" e de células T reguladoras CD4'LAP" no
intestino delgado e grosso. A producdo de IL-17 foi maior no célon de
camundongos com 6 semanas de idade, mas camundongos IL-10-/- com 16
semanas apresentaram niveis maiores de IFN-y no coélon. Os niveis de TGF-f3
estavam aumentados no jejuno proximal de camundongos com colite. As
frequéncias de células B1 estavam elevadas no peritdnio, nas placas de
Peyer e na lamina propria do intestino. Houveram alterac6es nos niveis de
imunoglobulinas séricas e na producdo de IgA secretdria que estavam
aumentadas. Apesar de todas essas alteracbes, camundongos IL-10-/- com
16 semanas de idade se tornam tolerantes apds a ingestdo continua de
antigeno. Posteriormente, testamos duas intervencdes terapéuticas nas DIIs.
A primeira delas consistiu em substituir as proteinas da dieta por aminoacidos
livres ou por peptideos de cadeia curta. A dieta contendo aminoacidos livres
agravou a inflamacao intestinal no modelo de colite, com reducdo de IgA
secretéria. Da mesma forma, a dieta com hidrolizados proteicos néo foi capaz
de melhorar a colite aguda. Na segunda intervencgdao, utilizamos Lactococcus
lactis geneticamente modificados para secretar Hsp65 na mucosa intestinal.

A administracdo oral de L. lactis produtor de Hsp65 inibiu significamente a



inducdo da colite por DSS; abolindo a perda de peso, a diarréia e 0
sangramento retal. O efeito ndo pbde ser explicado por alteracbes na
secrecao de IgA ou na permeabilidade intestinal. No entanto, a protecéo da
mucosa foi acompanhada por niveis diminuidos de TNF-a, IL-6, IL-4 e IL-5 e
aumento de IL-10 na mucosa do célon. Além disso, os camundongos tratados
com L. lactis produtor de Hsp65 tiveram frequéncia aumentada de células
Treguladoras (T regs) no baco. A razdo entre células T efetoras/Tregs foi
semelhante aquela encontrada em camundongos controle. Houveram
maiores frequéncias de células dendriticas expressando CD80, CD86, CD40,
CD103, TLR2 e TLR4 no baco de camundongos que receberam L. lactis
produtor de Hsp65. A capacidade do sobrenadante de L. lactis produtor de
Hsp65 em induzir a expressédo de TLR2 e TLR4 foi confirmada in vitro. Além
disso, a administracdo de L. lactis produtor de Hsp65 nao foi capaz de
melhorar a colite em camundongos TLR2-/-. Em camundongos IL-10-/-, L.
lactis produtor de Hsp65 reduziu os sinais da inflamacéo. A freqiéncia de
células Tregs CD4'LAP" e os niveis de TGF-B no colon aumentaram apds o
tratamento. Nosso estudo fornece uma andlise detalhada das mudancas que
precedem a colite em camundongos IL-10-/- e também sugere que L. lactis

produtor de Hsp65 pode ser usado como tratamento alternativo para DII.

Palavras chave: IL-10, colite, tolerdncia oral, dieta, Lactococcus lactis

produtor de Hsp65



ABSTRACT

To maintain intestinal homeostasis, the immune system must faithfully
respond to antigens from pathogenic microbes while maintaining a state of
tolerance to commensal microorganisms and food antigens that confront it
every day. However, disruption of this thin balance can cause inflammatory
bowel disease (IBD) in genetic susceptible hosts. IL-10 is a regulatory
cytokine that plays a major role in the homeostasis of the gut mucosa and this
is illustrated by the fact that IL-10-deficient mice develop spontaneous colitis.
In this study, IL-10-/- mice were analyzed for immunological changes
accompanying the development of colitis at different ages. Defects in
regulatory elements at the gut mucosa such as lower frequency of
CD4'CD25'Foxp3" T cells could be detected since 6 weeks of age. In
parallel, there was an increased frequency of activated T cells in the colon.
Colitis progression culminates with the reduction in the frequency of TCRyd+
intraepithelial lymphocytes (IEL) and CD4 LAP” regulatory T cells in the small
and large intestines. Production of IL-17 was higher in the colon at 6 weeks of
age but at 16 weeks of age levels of IFN-y increased in the colon. TGF- was
increased in the proximal jejunum of mice with colitis. Frequencies of B1 cells
were elevated in peritoneum, Peyer’s patches and gut lamina propria. There
were alterations in serum immunoglobulin levels and secretory IgA production
was increased. Despite all these alterations, 16-week-old IL-10-deficient mice
could be rendered tolerant by a continuous feeding protocol of antigen
administration. We next tested two therapeutic alternatives for the treatment
of IBD. The first one consisted of a diet where proteins were replaced by free
aminoacids or short chain peptides. The diet containing free aminoacids
aggravated gut inflammation in DSS induced colitis model with reduction in
secretory IgA. Likewise, the diet with protein hydrolizates was not able to
ameliorate the acute colitis. As a second therapeutic alternative, we used a
strain of Lactococcus lactis genetically engineered to deliver Hsp65 in the gut
mucosa. Oral administration of Hsp65-producing L. lactis prevented DSS-

induced colitis; abolishing weight loss, diarrhea and fecal bleeding. The effect

Xi



could not be explained by alterations in secretory IgA or in intestinal
permeability. However, mucosal protection was accompanied by diminished
levels of TNF-a, IL-6, IL-4 and IL-5 and by enhanced IL-10 in colonic mucosa.
In addition, mice treated with Hsp65-producing L. lactis had increased
frequency Treg cells in the spleen. Moreover, the ratio between effector T
cells and Tregs was similar to the one found in control health mice. There was
enhanced frequency of dendritic cells expressing CD80, CD86, CD40,
CD103, TLR2 e TLR4 in the spleen of mice that received Hsp65-producing L.
lactis. Ability of Hsp supernatant in enhancing expression of TLR2 and TLR4
was confirmad in vitro. Moreover, Hsp65-producing L. lactis did not improve
the ulcerative colitis in TLR2-/-. In IL-10-/- mice, Hsp65-producing L. lactis
was able to reduce the signs of inflammation. Likewise, frequency of
CD4'LAP" Tregs and colonic levels of TGF-B increased after treatment with
Hsp65-producing L. lactis. Our study provides detailed analysis of changes
that precede colitis in genetically susceptible mice and it also suggests that
Hsp-65 producing L. lactis could be one alternative treatment to IBD.

Key words: IL-10, colitis, oral tolerance, diet, Hsp65 producing Lactococcus

lactis
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1. INTRODUCAO



1. Introducao

As doencas inflamatérias do intestino (DIl) incluem a retocolite
ulcerativa e a doenca de Crohn. Essas sdo doencas cronicas, de etiologia
desconhecida. Enquanto na retocolite a inflamacao restringe-se ao coélon, na
doenca de Crohn qualquer porcéo do trato gastrointestinal pode ser afetada.
Fatores ambientais e genéticos estdo envolvidos no desencadeamento de
ambas as doencas (Strober et al., 2007).

As doencas inflamatorias intestinais constituem um problema médico
em todo o mundo como também no Brasil. Atualmente, ndo ha cura para as
Dlls. Além disso, estudos epidemiol6gicos demonstraram o aumento de sua
incidéncia nos ultimos anos que nao pode ser atribuida apenas ao
aprimoramento nos meios de diagndstico. Os sintomas variam de individuo
para individuo, mas € comum haver dor abdominal, diarréia, perda de peso
e febre. O tratamento para a doenca é restrito a utilizacdo de drogas anti-
inflamatérias e imunossupressoras (Gaburri et al., 1998; Lakatos, 2006;
Lakatos e Lakatos, 2007; Gismera e Aladren, 2008).

Nas doencas inflamatérias intestinais, ocorre um desequilibrio de
interacdes entre a microbiota intestinal e o sistema imune. Portanto, o estado
fisioldégico de tolerancia imunoldgica a microbiota é perturbado pela presenca
de uma populacdo de linfécitos T reativos a essa microbiota comensal. E
possivel que exista também uma reatividade imunoldgica alterada as
proteinas da dieta. A atividade defeituosa das células T reguladoras também
tem sido descrita como importante na patogénese da doenca. As células T
reguladoras estdo normalmente presentes no intestino e sdo importantes na
homeostase da mucosa. Experimentalmente, varios modelos animais de
doenca inflamatoria intestinal evidenciaram o importante papel de defeitos do
sistema imune, particularmente aqueles que afetam os genes ligados a
atividade das células T, na patogénese da doenca. Dentre os modelos
murinos, destacam-se os camundongos em que o0s genes codificadores para
IL-2, IL-10, e as cadeias o ou B do receptor de células T (TCR) foram
depletados (Macdonald, 1995; Sartor, 1997; Strober et al., 2007).
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A IL-10 é uma citocina imunossupressiva que atua diretamente sobre
as células apresentadoras de antigeno (APCs) inibindo a producéo de IL-12 e
regulando negativamente a expressdo do MHC de classe Il bem como das
moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86 (Skeen et al., 1996). A importancia
dessa citocina na regulacéo da atividade imunoldgica da mucosa intestinal foi
demonstrada em camundongos deficientes para IL-10 (IL-10-/-) que
desenvolvem uma inflamacao espontanea na mucosa (Kuhn et al., 1993).

Em condi¢cbes convencionais, camundongos IL-10-/- apresentam uma
enterocolite crénica com 2-3 meses de idade, enquanto que nenhuma
evidéncia da doenca € vista em neonatos. Perda de peso, esplenomegalia e
uma anemia leve ou moderada acompanham a doenca (Kuhn et al., 1993).
No entanto, os animais mantidos sob condi¢cdes isentas de patdgenos
especificos (SPF) desenvolvem apenas uma colite leve enquanto que
camundongos mantidos em condi¢cfes isentas de germe (germ free) nédo a
desenvolvem (Sellon et al., 1998). Dessa maneira, a microbiota convencional
possui significativo papel no desencadeamento da doenca. A quebra de
tolerdncia imunologica a microbiota ja foi, inclusive, demonstrada em
humanos com doencas inflamatoérias crénicas do intestino (Duchmann et al.,
1995). Diante de tais -caracteristicas do modelo, decidimos estudar
primeiramente, as alteracées imunoldgicas e inflamatdrias que acompanham
a gravidade da doenca. A maioria dos animais geneticamente deficientes
utilizados como modelo experimental nascem sem sinais da colite, sendo
esta uma oportunidade para se elucidar as mudancas imunoldgicas que
precedem a doenca (Kundig et al.,, 1993; Ohman et al.,, 2000). Essa
caracterizacdo € fundamental uma vez que o entendimento da doenca nos
permite encontrar novas oportunidades terapéuticas e momentos de
intervencao no quadro da doenca.

Em um segundo momento, propusemos duas diferentes estratégias de
imuno-modulacao como intervencgdes terapéuticas nas doencas inflamatorias
intestinais. Ambas as estratégias propostas no trabalho envolvem a
manipulacdo de elementos reguladores na mucosa. A primeira delas
consistiu em modificacbes de componentes antigénicos da dieta enquanto
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microorganismo geneticamente modificado secretor de uma proteina com
potencial tolerogénico, a proteina de choque térmico 65 (Hsp65).

Atualmente, o tratamento para pacientes com DIl consiste no uso de
anti-inflamatoérios e imunossupressores como sufasalazina, mesalamina,
corticoides, azatioprina, mercaptopurina e, mais recentemente, anticorpos
monoclonais inibidores de TNF-a (infliximab). Os medicamentos utilizados no
momento apresentam diversos efeitos colaterais e alto custo (Souza et al.,
2002). As recomendacdes dietéticas para os pacientes com DIl se baseiam
na retirada de alimentos néo tolerados, como o caso do leite, ou na tentativa
de repor deficiéncias ocasionadas pela ma absorcdo observada na doenca
(Smith, 2008). Por outro lado, alguns estudos clinicos demonstraram que a
adminstracdo, por via enteral ou parenteral, de dietas elementares
(compostas por aminoacidos ou oligopeptideos, acucares simples ou
polimeros de glicose, quantidades minimas de lipideos, minerais e vitaminas)
tém um efeito benéfico nas Dlls (O'sullivan e O'morain, 2001), com melhora
significativa na atividade inflamatéria da doenca. Conforme mencionado, na
DIl ocorre uma reatividade exagerada de linfocitos T a microbiota e proteinas
dietéticas (Strober et al., 2007). Assim, a reducdo da estimulacdo antigénica
pela retirada das proteinas da dieta pode ser crucial para evitar os eventos
inflamatérios locais.

Nossa segunda estratégia alternativa de imuno-modulacdo consistiu
na inducdo de tolerancia oral a proteina de choque térmico 65 (Hsp65).
Nosso grupo de pesquisa vem estudando, ha anos, esse fenbmeno
imunologico (Faria e Weiner, 1999; Faria et al., 2003; Faria e Weiner, 2005;
2006). A tolerancia oral & definida como uma supressdo da reatividade
imunoldgica ao antigeno que tenha sido contatado primeiramente pela via
oral (Vaz et al., 1987). A administracdo oral de antigenos € capaz de gerar
tolerancia imunoldgica e suprimir respostas imunes pro-inflamatorias pela
inducdo de células T antigeno-especificas secretores de citocinas anti-
inflamatorias como IL-4, IL-10 e TGF- (Faria e Weiner, 2005). A tolerancia
oral tem sido utilizada com sucesso em varios modelos experimentais de
doencas autoimunes tais como encefalomielite alérgica experimental (EAE),

diabetes e artrite, bem como em outras condi¢cfes inflamatorias tais como



aterosclerose, colite, alergias e na transplantacao (Faria e Weiner, 2006).
Associamos, juntamente com esse fenbmeno imunolégico, a administracao
oral de bactérias lacticas com a finalidade de potencializar o efeito
terapéutico e criar um mecanismo natural de liberacdo de antigenos
diretamente no intestino.

A designacdo “bactérias lacticas (BL) se aplica a um grupo de
bactérias que tem o acido lactico como principal produto metabdlico da
fermentacdo de carboidratos. Essas bactérias séo utilizadas h& séculos em
processos de fermentacdo e preservacdo de alimentos. Diversas espécies
foram consideradas seguras e adquiriram o status de GRAS (Generally
Recognizad As Safe). Algumas dessas bactérias sdo consideradas
probiéticas por terem efeitos benéficos na saude. Recentemente, as BL vém
sendo utilizadas por varios laboratérios uma vez que séo facilmente
submetidas a modificacdes genéticas (De Vrese et al., 2001; Carr et al.,
2002). Essas bactérias geneticamente modificadas funcionam como veiculo
para a liberacdo de antigenos exégenos na superficie de mucosas. Durante o
transito intestinal, elas fazem a liberacdo lenta da proteina heteréloga (de
interesse) (Seegers, 2002; Pontes et al., 2011). No caso das DllIs, essa
estratégia tem interesse especial, uma vez que a liberacdo da proteina se da
diretamente no local inflamado: a mucosa intestinal. Com base nisto, nosso
grupo de pesquisa desenvolveu uma bactéria geneticamente modificada
(Lactococcus lactis) para produzir e secretar a proteina de choque térmico 65
(Hsp65) de Mycobacterium leprae.

As Hsps constituem um grupo de proteinas evolutivamente
conservadas entre diferentes espécies, desde bactérias até mamiferos.
Baseado em seu peso molecular, as Hsps sdo divididas em familias que
incluem Hspl00, Hsp90, Hsp70 Hsp60, Hsp40 e a familia das Hsps
pequenas. Essas proteinas estdo envolvidas na manutencdo do formato
funcional de outras proteinas celulares, sendo portanto, chaperonas
(Lindquist, 1986; Lindquist e Craig, 1988). Por definicdo, a expresséo de Hsp
€ elevada em situagcbes de estresse, como em condicfes de elevagdo da
temperatura, hipoxia, irradiacdo, infeccdo e exposicdo a agentes quimicos
toxicos. As Hsps podem ser reconhecidas por receptores de antigeno (TCR)
de células T e também pelo BCR de células B. Além disso, a Hsp60 é



também um ligante para receptores do tipo Toll (TLR) em vérias células do
sistema imune. Portanto as Hsps séo pleiotrépicas em suas interacbes com o
sistema imune (Van Eden et al., 1998; Van Eden et al., 2005).

O fato de as Hsps apresentarem sua expressdo aumentada em tecidos
inflamados tornam essas proteinas alvos potenciais para estratégias
terapéuticas; especialmente no caso da doenca em que o auto-antigeno é
desconhecido ou onde ocorre reatividade a multiplos antigenos no tecido
alvo, como é o caso das DlIs. Estudos anteriores utilizando a Hsp65 em
protocolos de inducdo de imuno-modulacdo ja foram relatados em modelos
de aterosclerose, artrite e diabetes (Maron et al., 2002; Van Eden et al., 2005;
Van Eden et al., 2007).

Nesse estudo, associamos ao fendbmeno imunoldgico da tolerancia
oral, a utilizacdo de bactérias lacticas que realizam a liberacdo de proteinas
exdgenas diretamente na mucosa e o efeito imuno-modulador da Hsp,
proteina Unica do ponto de vista imunoldgico (Cohen e Young, 1991).

Assim, nosso estudo se baseia fundamentalmente no envolvimento da
tolerdncia oral & microbiota e proteinas da dieta nas doencas inflamatérias
intestinais. A caracterizacdo morfolégica e imunolédgica de um dos principais
modelos de colite utilizados na literatura, a de camundongos deficientes em
IL-10-/-, nos permite elucidar as alteracdes que precedem e acompanham o
desenvolvimento da doenga. IsSso pode nos proporcionar um maior
entendimento da patogénese da doenga e o conhecimento dos momentos de
intervencao terapéutica na inflamacéo crénica. Além disso, em um segundo
momento, desenvolvemos duas estratégias alternativas de imuno-modulacao
baseadas na manipulacdo dos elementos reguladores da mucosa. Como as
Dlls sé@o o resultado da excessiva funcéo de células T efetoras e/ou de uma
funcdo deficiente das células T reguladoras (figura 1)(Bouma e Strober,
2003), nossas estratégias de intervencdo visam a modificacdo do excesso de
reatividade das células T a antigenos naturais pela retirada de proteinas
inteiras da dieta como também pelo aumento da capacidade reguladora do
sistema imune pela indugdo de tolerdncia oral a uma proteina
imunodominante. Com as duas terapias em questéo, pretendemos retornar o

tbnus do sistema imune para o estado de homeostase.
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Figura 1: Balango entre células T efetoras x células T reguladoras.

Na primeira balanca: o estado de homeostase na mucosa intestinal € mantido pelo balanco
entre células T efetoras e reguladoras. Nas doencas inflamatérias intestinais, ocorre tanto o
aumento de células T efetoras (balanca a esquerda) como também a reducdo de células T
reguladoras (a esquerda). A quebra do balanco entre células reguladoras e efetoras contribui
para o desencadeamento das Dlls. Adaptado de Bouma e Strober (2003).



2. REVISAO DA LITERATURA



2. Revisao da Literatura

2.1. Mucosa intestinal

O trato gastrointestinal € o maior sitio de integracao do organismo com
0 meio externo. A mucosa do intestino delgado humano é estimada em 300
m® (Moog, 1981). Essa extensa superficie entra em contato com
aproximadamente 30 quilos de proteinas alimentares por ano. Ja a porgéo
distal do intestino humano é habitado por mais de 100 trilhGes de bactérias
comensais (Gill et al., 2006).

As bactérias comensais do trato gastrointestinal promovem diversos
beneficios ao hospedeiro no qual habitam pois fornecem nutrientes
essenciais, metabolizam compostos indigeriveis, impedem a colonizagéo por
patdgenos oportunistas e contribuem para o desenvolvimento da arquitetura
da mucosa intestinal (Baumgart e Carding, 2007; Round e Mazmanian,
2009). Esta relagdo simbidtica em humanos € estabelecida durante os
primeiros 2-3 anos de vida (Macdonald, 1995). A partir do nascimento, a
colonizacdo bacteriana no trato intestinal é drasticamente aumentada, devido
aos contatos do bebé com o ambiente externo e com a microbiota da méae
(Cebra, 1999). Em animais isentos de germes nos quais a microbiota foi
introduzida (convencionalizados), o aparecimento de plasmaécitos secretores
de IgA na mucosa é diretamente proporcional a colonizacdo bacteriana
(Crabbe et al., 1968).

Conforme mencionado, as proteinas da dieta sdo outra fonte de
estimulacdo antigénica cotidiana na mucosa. Diariamente, sdo absorvidas de
130 a 190 gramas de proteinas (Brandtzaeg, 1998). As proteinas sao
assimiladas de modo eficiente pelas células epiteliais intestinais apos a acao
de enzimas gastricas, pancreaticas, além de outras proteases. A acdo dessas
enzimas resulta na reducao da maioria das proteinas da dieta a uma mistura
de aminoéacidos livres, dipeptideos e tripeptideos que podem ser absorvidos
pelas células epiteliais intestinais (Erickson e Kim, 1990). No entanto, as

proteinas podem escapar ou resistir a digestdo e passar para o lumem



intestinal em forma intacta. Os produtos da protedlise bem como as proteinas
intactas que escapam da digestdo, podem ser captadas por distintas células
imunes e induzir um estado de tolerancia imunolégica (Untersmayr e Jensen-
Jarolim, 2006).

Os dois principais eventos imunoldgicos que ocorrem na mucosa
intestinal em condic@es fisioldgicas sdo a inducado de tolerancia imunolégica
as bactérias comensais e as proteinas da dieta, e a producdo de IgA
secretoria (slgA)(Faria e Weiner, 2006). Varias estruturas e compartimentos
na mucosa intestinal estdo envolvidos na manutencdo desse ambiente
tolerogénico (Uhlig e Powrie, 2003). O primeiro contato do antigeno que entra
pela via oral se da no tecido linféide associado a mucosa intestinal (GALT).
Esse € composto pelos nddulos linfaticos (placas de Peyer- PP), pelas
células epiteliais do vilo intestinal, linfécitos intraepiteliais (IEL) e por outros
linfécitos distribuidos na lamina propria (LP) intestinal (figura 2) (Bienenstock
e Befus, 1980; Mowat, 2003; Izcue et al., 2009).

Os sitios de inducé&o da resposta imune na mucosa sao as placas de
Peyer e os linfonodos mesentéricos (LMs). As placas de Peyer sao
agregados linféides macroscépicos que se localizam ao longo de todo
intestino delgado. As PP sdo compostas por foliculos de células B
intercaladas com areas de células T. Os linfonodos mesentéricos sdo 0s
maiores linfonodos do corpo e servem como um cruzamento entre as vias
periférica e de recirculagdo da mucosa. Para induzir uma resposta imune na
mucosa, 0 antigeno deve ter acesso as células apresentadoras de antigeno
(APC). A absorcdo de antigenos ocorre através de uma variedade de
mecanismos, incluindo a passagem por células M presentes nas PP, a
absorcdo por células epiteliais colunares e a captacdo direta por células
dendriticas (DCs). Essas células podem estender seus dendritos
(prolongamentos) através do epitélio e captam o antigeno no limen intestinal
(Rescigno et al., 2001). Ainda existe uma via alternativa, que € a entrada do
antigeno diretamente pelas células do epitélio (Mowat, 2003).

Os linfécitos intraepiteliais (IELs), como o préoprio nome diz, localizam-
se entre as células do epitélio intestinal e estdo também envolvidas na
regulacdo da homeostase da mucosa. Em camundongos, existe um IEL para

cada 10 vilosidades intestinais. Diferentemente da lamina propria que contém
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em sua maioria linfocitos T CD4", os IEL sdo predominantemente células T
CD8". Essas células podem expressar o TCRaf ou TCRyd (Lambolez et al.,
2007). A deplecdo de células Tyo prejudica a inducdo de tolerancia oral
(Mengel et al., 1995; Ke et al., 1997).

Além dos IEL, tipicos da mucosa intestinal, diferentes subpopulacées
de DCs estdo presentes nas PP, LMs e ao longo da mucosa do intestino
delgado e da lamina propria do colén (Manicassamy e Pulendran, 2011). Por
exemplo, as DCs ativadas na PP produzem altos niveis de IL-10 quando
comparado as DCs do baco (lwasaki e Kelsall, 1999). Além disso, células
dendriticas do LM e LP sdo capazes de induzir a expressao de Foxp3
(forkhead box protein 3), fator de transcricdo encontrado em células T
reguladoras. No entanto, essa capacidade ndo é comum para todas as DCs,
uma vez que as CD103 ndo promovem a expressao de Foxp3, mesmo na
presenca de TGF-B. Dessa forma, as células dendriticas que expressam
CD103" apresentam maior capacidade na conversdo de células T CD4" em
células reguladoras na periferia. Além disso, essas células expressam altos
niveis da enzima retinal desidrogenase (ALDH), responsavel por converter o
retinol oxidado em &cido retindico (Coombes et al., 2007; Mucida et al., 2007,
Weiner et al., 2011). O acido retinoico (forma ativa da vitamina A) tem papel
fundamental em aumentar a migracdo de células T para a mucosa, em
direcionar a geracdo de células T reguladoras e em promover a troca de
isotipo para IgA secretoria (slgA) (lwata et al., 2004; Mora et al., 2006).

A IgA secretéria € a imunoglobulina mais abundante na mucosa do
trato gastrointestinal. Ela é produzida fisiologicamente em resposta as
bactérias comensais e proteinas da dieta que penetram no enterécito. Apos a
entrada do antigeno, as DCs induzem a troca de isotipo para IgA nos
linfonodos mesentéricos. A sIgA produzida pelos plasmécitos na lamina
propria contribui para os mecanismos de homeostase da mucosa, uma vez
gue estas reduzem a penetracdo de bactérias pelo epitélio intestinal.
Diversas citocinas incluindo TGF-B, IL-10, IL-4, IL-5 e IL-6 sd0 necessarias
para promover a troca de classe e a maturacéo para slgA (Brandtzaeg, 1998;
Suzuki e Fagarasan, 2009).

A citocina TGF-$ € encontrada em grandes quantidades na mucosa do
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intestino normal. Além de ser importante mediador na troca de isotipo para
IgA também atua na diferenciacdo de células epiteliais (Li e Flavell, 2008). Ja
a IL-10, produzida por uma variedade de células incluindo o epitélio intestinal,
macréfagos ativados, células dendriticas e linfécitos (Saraiva e O'garra,
2010), apresenta importancia fundamental na manutengdo da homeostase de
mucosa, uma vez que os camundongos deficientes em IL-10 desenvolvem

enterocolite espontanea (Kuhn et al., 1993).
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Figura 2: Ambiente imunoldgico intestinal.

As respostas imunes no intestino ocorrem em células do epitélio, lamina propria e tecido
linféide associado a mucosa. A mucosa contém células especializadas na captagdo e
apresentacdo do antigeno, imunidade antimicrobiana e manutencdo de toleréncia aos
antigenos provenientes da dieta e da microbiota. Abreviaturas: IEL: linfécitos intraepiteliais,
NKT: células T natural Killer, DC: células dendriticas, Treg: células T reguladoras. Adaptado
de Izcue e colaboradores, 2009.

2.2. Toleranciaimunoldgica

A tolerancia imunolégica foi definida como o mecanismo pelo qual o
sistema imune desenvolve a auto-reatividade nao-inflamatéria contra o
préprio (self). Dessa maneira, as doen¢as autoimunes surgem em
consequéncia das falhas nos mecanismos de tolerancia. A Teoria da Selegéo
Clonal, criada por Burnet em 1959, propunha que durante o periodo
embrionario neonatal, os linfocitos reativos a antigenos préprios seriam

eliminados no timo. Sendo assim, apenas os linfécitos com reatividade a
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antigenos estranhos sobreviveriam. O encontro de antigenos na periferia com
essas células, induziria a expansao clonal e a geracdo das respostas imunes.
Nesse ponto de vista, a tolerancia seria a simples auséncia da resposta
imune, uma vez que os clones de células que reconhecem epitopos proprios
seriam eliminados (Vaz et al., 2006).

No entanto, imunoglobulinas e células imunes auto-reativas a
antigenos do cérebro, albumina sérica, colageno dentre outros antigenos,
estdo presentes em individuos saudaveis (Pereira et al., 1985; Avrameas,
1991). Uma vez que essas células e imunoglobulinas auto-reativas sao
encontradas sem que isto represente a emergéncia de doencas auto-imunes,
a auto-reatividade parece ser uma caracteristica intrinseca do sistema imune.
Dessa maneira, é possivel que exista uma diferenca fundamental entre auto-
imunidade fisiologica e patolégica (Cohen e Young, 1991).

Segundo a teoria do homunculus imunoldgico proposta por Irun Cohen
em 1991, a tolerancia aos auto-componentes seria dirigida a grupos de
antigenos imunologicamente dominantes em relacdo a outros. A reatividade a
esses antigenos dominantes organizaria o repertério de linfécitos em redes
celulares que incluiriam tanto linfécitos reativos aos auto-componentes,
guanto linfécitos com reatividade anti-idiotipica (Cohen e Young, 1991). A
idéia de organizacéo do sistema imune em rede foi inicialmente sugerida por
Jerne, em 1974. Na Teoria da Rede ldiotipica foi proposto que os anticorpos,
por serem proteinas muito variaveis entre si, Sdo capazes de reagir uns com
0s outros. Cohen extrapolou a idéia de rede de Jerne ao propor que a rede
hierarquizada de grupos de linfocitos reativos a antigenos proprios
dominantes assim como os linfocitos anti-idiotipicos pertencentes aquela
reatividade seria a representacdo imunolégica do proprio corpo. Essa
representacdo foi entdo denominada homunculus imunolégico em analogia
as representacfes sensorial e motora do corpo organizadas no sistema
nervoso central por uma série de redes neurais. Portanto, enquanto na teoria
de Burnet, a delecdo de linfécitos auto-reativos é necesséria pois a
reatividade ao self gera doencas autoimunes, na teoria de Cohen o
reconhecimento do proprio é fundamental para manter a homeostase do

sistema imune.
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2.3. Tolerancia Oral

A tolerancia oral € um evento analogo a tolerancia aos auto-
componentes mas ocorrendo no intestino e dirigida a antigenos externos.
Conceitualmente, a tolerancia oral se refere a uma supressao ativa da
reatividade imunoldgica ao antigeno que tenha sido contatado primeiramente
pela via oral (Vaz et al., 1977). Ela € um evento imunoldgico Unico uma vez
gue este processo envolve a assimilacdo continua de antigenos exdgenos.
Assim, as proteinas da dieta e a microbiota comensal que entram em contato
diario com a mucosa, representam a fronteira entre o externo e o0s
componentes proprios. Entdo, a tolerancia oral € uma forma de tolerancia
periférica que envolve o reconhecimento dos antigenos externos que
acessam o corpo pela via oral como componentes internos, que por sua vez,
tornam-se parte do proprio (Faria e Weiner, 2005; 2006).

Trés mecanismos principais foram descritos para explicar o fenbmeno
da tolerancia oral: anergia, delecdo clonal e regulacdo ativa (células T
reguladoras). Foi sugerido por alguns autores que altas doses do antigeno
administrado por via oral induzem anergia ou dele¢cdo enquanto que baixas
doses favoreceriam a indugéo de células T reguladoras (Tregs) (Weiner et al.,
1994). No entanto, esses mecanismos ndo sado excludentes e podem se
sobrepor. Além disso, € importante ressaltar que a administracdo de baixas
doses de antigeno assemelha-se ao que ocorre naturalmente, ja que
ingerimos os alimentos em pequenas quantidades ao longo do dia (Faria e
Weiner, 2006).

As células T reguladoras sdo geradas apdés a apresentacdo do
antigeno pelas APCs da mucosa. A apresentacdo de antigenos na mucosa
induz as células T antigeno-especificas a secretarem, preferencialmente, as
citocinas TGF-B, IL-10 e IL-4. Essas células reguladoras migram para 0s
orgaos linfoides onde elas inibem as respostas inflamatorias pela secrecao
das citocinas anti-inflamatorias mencionadas (Faria e Weiner, 1999; 2005).

As células T reguladoras foram primeiramente descritas em 1970 e
constituiam células T CD8" que eram denominadas células supressoras. Em
meados da década de 90, dois grupos de pesquisa (Sakaguchi e Powrie)

redescobriram as células reguladoras. O grupo de Sakaguchi mostrou que
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camundongos timectomizados no periodo neonatal apresentavam doencas
autoimunes em multiplos 6rgdos como resultado da remocdo de uma
subpopulacdo de linfocitos T timicos. Apés transferéncia adotiva, essas
células eram capazes de restaurar a funcdo imuno-reguladora em
camundongos doentes (Sakaguchi et al., 1985). Posteriormente, essas
células foram identificadas como sendo CD4'CD25"(Sakaguchi et al., 1995).
CD25 é a cadeia alfa do receptor de IL-2, sendo fundamental na funcéo
reguladora dessas células (Sakaguchi et al., 2008). Paralelamente, Powrie e
colaboradores mostraram que a deple¢ao de uma subpopulagéo particular de
células T causava perda da tolerancia ao préprio, causando uma variedade
de doencas autoimunes. Essas células foram descritas como sendo
CD45RB"™ e a deplecéo delas levava ao desenvolvimento da colite. Somente
depois, o grupo mostrou que as células reguladoras entre as CD45RB"™"
eram também CD25+. Essas células sdo diferentes daquelas descritas por
Sakaguchi porque séo induzidas na periferia (intestino) e medeiam sua acao
pela secrecdo de citocinas (Powrie e Mason, 1990; Powrie et al., 1993).

Além do receptor de IL-2, as células reguladoras também expressam
outras moléculas tais como Foxp3. O Foxp3 é um fator de transcricdo nuclear
envolvido no desenvolvimento e funcdo dessas células. As células
reguladoras néo proliferam, apresentam atividade supressora e medeiam sua
funcdo reguladora por contato célula-célula e/ou pela producdo de citocinas,
conforme mencionado anteriormente (Sakaguchi e Powrie, 2007).

Além das células reguladoras de origem timica, outras células com
potencial regulador (Th3 e Trl) denominadas células reguladoras adaptativas
ja foram descritas. Essas células medeiam a supressdo por meio da
producdo das citocinas anti-inflamatoérias IL-10 e TGF-B, sendo importantes
na tolerancia periférica. A relacdo entre as células reguladoras timicas e
induzidas na periferia deve ainda ser esclarecida (Weiner et al., 2011). No
entanto, Mucida e colaboradores demonstraram que a tolerancia oral pode
ser induzida mesmo na auséncia de células T reguladoras naturais, de
origem timica. Nesse estudo, os autores identificaram uma célula com o

fenétipo CD4"CD25'CD45RB"" semelhante as descritas pela Fiona Powrie
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no modelo de colite, também positiva para Foxp3, que foi induzida apés
exposicao oral ao antigeno (Mucida et al., 2005).

As células Th3 foram assim denominadas apds serem identificadas
como células supressoras em um estudo de tolerancia oral. Nesse estudo foi
utilizado o antigeno da mielina em modelo de encefalomielite experimental
autoimune (EAE). Essas células atuam por meio da producdo de TGF-
B (Miller et al., 1992). Além disso, uma importante caracteristica dessas
células induzidas na mucosa € a expressdao de LAP (latency associated
peptide). LAP é um propeptideo que esta ndo covalentemente associado ao
dominio amino-terminal do TGF-B, formando um complexo de TGF-latente
(Weiner et al., 2011). Quando essa forma precursora € liberada da célula, ela
é clivada por enzimas como a trombospondina-1 e o TGF-f ativo é liberado.
Uma populacdo de linfécitos T com o fendtipo CD4'CD25LAP* foi
identificada no baco de camundongos com colite. Essa populacéo celular era
parte da populacdo de células supressoras CD4*CD45RB"" e suprimia as
células CD4+CD45RB™" por meio de TGF-p(Oida et al., 2003).
Posteriormente, células CD4'CD25'LAP" foram também identificadas em
camundongos, bem como linfécitos CD8'LAP*. Além disso, células Tregs
naturais que expressam LAP ja foram encontradas tanto em camundongo

como também em humanos (Nakamura et al., 2004).

2.4. Doencas Inflamatdrias Intestinais (DIIs)

Diante dos mecanismos imuno-reguladores presentes na mucosa
intestinal tais como as citocinas anti-inflamatorias IL-10 e TGF-B, o acido
retindico e as células dendriticas e T reguladoras tolerogénicas (Faria e
Weiner, 2006); apenas alguns individuos desenvolvem doenca inflamatoria
intestinal. As Dlls afetam 1 a 2 individuos para cada 1000 nos paises
ocidentais, representando um problema de salude publica devido a auséncia
de um tratamento curativo. Apesar das mudangas significativas na
epidemiologia das DllIs nas ultimas décadas, a incidéncia da doenca continua
a aumentar ou a se estabilizar na maioria dos paises desenvolvidos,

engquanto que esta tem crescido em regibes onde ela era menos comum.
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Ainda ndo temos dados epidemiolégicos concretos da incidéncia da doenca
no Brasil (Lakatos, 2006; Lakatos e Lakatos, 2007; Gismera e Aladren, 2008).

As doencgas inflamatorias intestinais incluem a retocolite ulcerativa e a
doenca de Crohn, que apresentam muitas similaridades, mas diferem entre si
em varios aspectos clinicos e patolégicos (Fiocchi, 1998). A retocolite
ulcerativa restringe-se ao célon enquanto que, na doenca de Crohn, qualquer
porcdo do trato gastrointestinal pode ser afetado, sendo o ileo terminal, o
mais acometido. A inflamacdo na doenca de Crohn é transmural e
descontinua. Em contrate, a retocolite ulcerativa afeta mais superficialmente
as camadas mucosa e submucosa da parede intestinal (Cho, 2008).

Na doenca de Crohn, os sintomas gastrointestinais dependem da area
afetada e da gravidade e extensdo da inflamacdo. Pacientes com
acometimento do ileo vivenciam dores abdominais, enquanto pacientes com
acometimento gastroduodenal, apresentam saciedade precoce, nausea, dor
epigastrica, vomitos e disfagia. Também pode ocorrer presenca de sangue,
muco e pus nas fezes diarréicas (Hendrickson et al., 2002). A DIl alterna
periodos sem qualquer sintoma com exacerbacfes de inicio e duracdo
imprevisiveis. Em 60 a 70% dos casos ocorre auséncia completa dos
sintomas entre os ataques.

O tratamento medicamentoso para a colite ulcerativa e a doenca de
Crohn inclui sulfasalazina via oral, utilizada principalmente em pacientes com
sintomas médios, medicacdo intravenosa a base de corticbides para
pacientes hospitalizados com caimbras abdominais graves, intensa diarréia
sanguinolenta, anemia e hipoalbunemia, agentes antiespasmaodicos, e terapia
imunosupressora, composta por ciclosporina, tacrolimus e azatioprina
(Lakatos e Lakatos, 2007).

E importante ressaltar que o tratamento clinico da doenca de Crohn
nao é curativo. Esse é dispendioso, sujeito a efeitos colaterais importantes
além de limitar a qualidade de vida do paciente (Barkin e Lewis, 1992).
Aproximadamente 25 a 40% dos pacientes com a forma grave dessas
doencas, sdo submetidos a cirurgia para retirada da porgdo intestinal
gravemente inflamada.

Apesar da etiologia desconhecida das Dlls, é amplamente aceito que a

doenca é o resultado de uma inflamacé&o inapropriada continua contra as
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bactérias comensais em individuos geneticamente susceptiveis (Sartor,
1997). Diversos genes e loci génicos que contribuem para a susceptibilidade
para DIl j& foram identificados. A analise desses genes estéo relacionados a
diversas vias cruciais para a homeostase intestinal incluindo a fungdo de
barreira intestinal, a renovacdo do epitélio, a defesa anti-microbiana,
regulacdo da imunidade inata e adaptativa, a geracdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS), autofagia, estresse do reticulo endoplasmatico e vias
metabolicas associadas com a homeostase celular (Khor et al., 2011).

A primeira mutacao génica relacionada diretamente com a doenca de
Crohn foi o gene CARD15, o qual codifica a proteina NOD-2 (nucleotide-
binding oligomerization domain). A proteina NOD-2 reconhece um produto
bacteriano especifico denominado MDP (muramyl dipeptide). A estimulacao
com MBP induz autofagia, que controla a replicacdo bacteriana e a
apresentacao de antigenos, e age nas células dendriticas em conjunto com
os ligantes de receptores do tipo Toll (TLR) para promover a diferenciacdo de
células Th1l7. NOD-2 parece também contribuir para a tolerancia imunologica
(Shaw et al., 2011).

Mutacdes nos receptores do tipo Toll (TLR) também estdo associadas
com as Dlls. Os TLRs séo expressos por tipos celulares diferentes no
intestino incluindo macrofagos, células dendriticas, linfocitos T e células do
epitélio intestinal. Esses receptores reconhecem microorganismos e ou
substancias produzidas por estes no limen intestinal, estando envolvidos na
manutencdo da homeostase do epitélio (Cario e Podolsky, 2005). Estudos
tém demonstrado uma variacdo na expressdo dos receptores Toll entre
individuos normais e pacientes portadores de doenca de Crohn e retocolite
ulcerativa (Petermann et al., 2009).

2.5. Modelos murinos de doencas inflamatdérias intestinais

Modelos animais sdo importantes ferramentas para se investigar os
mecanismos nos quais as doengas inflamatorias intestinais tém inicio e se
perpetuam. Os modelos experimentais de DIl sédo basicamente divididos em

trés grupos: o de animais geneticamente modificados através da insercao ou
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delecdo de genes, os modelos induzidos por agentes quimicos e o de
animais imunodeficientes submetidos a transferéncia de células
CD4*CD45RB"" (Strober et al., 2002). Esse Ultimo modelo foi descrito por
Fiona Powrie no trabalho em que ela relatou uma nova populacdo de células
T reguladoras com o fendtipo CD4"CD45RB"". Essas células reguladoras
quando co-transferidas com as células CD4'CD45RB"™" inibiam o
desenvolvimento da colite (Powrie et al., 1993).

Inflamagbes intestinais espontaneas tém sido observadas em
camundongos geneticamente modificados com varios defeitos imunolégicos.
Esses incluem camundongos deficientes para IL-10, IL-2, MHC de classe I,
receptor de células T (TCR) e camundongos transgénicos para IL-7 (Strober
et al.,, 2002). Dentre os modelos de inflamagcdo espontanea, escolhemos
estudar os camundongos deficientes em IL-10, uma vez que essa deficiéncia
genética envolve defeitos na imuno-regulacéo de mucosa.

Camundongos deficientes em IL-10 desenvolvem enterocolite
espontanea a partir de 3 meses de idade. A doenca é caracterizada pela
perda de peso, esplenomegalia e anemia leve ou moderada. As
caracteristicas histopatologicas da inflamagé&o incluem formag&o anormal das
criptas, deplecdo das células caliciformes e um marcante espessamento da
parede intestinal. O infiltrado inflamatorio consiste de linfécitos, plasmacitos,
macrofagos, eosindfilos e neutrofilos. Esse modelo se revelou muito
semelhante a doeng¢a de Crohn humana inclusive com uma grande incidéncia
de adenocarcinoma durante a fase tardia (Kuhn et al., 1993).

O desenvolvimento da colite nos camundongos deficientes em IL-10
parece ser mediado por células T CD4" e uma resposta Thl desequilibrada
(Berg et al., 1996). As citocinas e quimiocinas diretamente correlacionadas
com a atividade da doenca sao: IL-12, IL-6, MCP-1, IFN-y, IL-13 e IL-17
(Montufar-Solis et al., 2008). Tanto os linfocitos intraepiteliais quanto aqueles
presentes na lamina propria sdo importantes células efetoras da inflamacéo
cronica em camundongos deficientes para IL-10 (Davidson et al., 1996).

Camundongos deficientes em IL-10 mantidos em condi¢gGes germ free
nao desenvolvem colite, evidenciando o papel dos antigenos da microbiota

no desencadeamento da doenca (Elson et al., 2001). A colite espontanea
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desenvolvida nesses animais parece estar fortemente relacionada ao papel
imuno-regulador da citocina IL-10, produzida por macrofagos e por linfécitos.
Na auséncia da citocina, a area do corpo constantemente exposta a
antigenos, o intestino, inflama (Strober et al., 2002). Esse modelo
experimental também €& uma evidéncia de que as doencas inflamatorias
cronicas se originam de disturbios na regulacdo da atividade imunologica
iniciada na mucosa intestinal (Bouma e Strober, 2003).

Em relacdo a administracdo de substancias quimicas para inducéo da
colite, véarias substancias ja foram descritas como indutoras da doenca: o
acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfonico (TNBS), polimeros de polissacarideo-
peptideoglicano, solucédo intra-retal de etanol 50% (v/v), acido acético,
indometacina, carrageina, polimalero de PG-OS e sulfato de s6dio dextrano
(DSS) (Okayasu et al., 1990). Nesse ultimo, os camundongos que recebem
DSS por via oral desenvolvem colite aguda semelhante a retocolite ulcerativa
humana. O modelo de colite induzido por DSS foi originalmente descrito por
Okayasu et al. (1990), e desde entdo, foi amplamente utilizado devido a
facilidade na inducdo. Na colite aguda, ocorre perda de peso, sangramento
retal, encurtamento do cdlon, destruicdo da camada epitelial e estrutura
glandular do intestino. O infiltrado inflamatdrio € composto principalmente por
neutroéfilos que infiltram a base das criptas intestinais, afetando a estabilidade
do epitélio intestinal (Okayasu et al., 1990; Kitajima et al., 1999; Melgar et al.,
2005; Kawada et al., 2007).

Apesar de camundongos SCID, deficientes em linfécitos B e T,
desenvolverem colite por DSS (Dieleman et al., 1998), a participacdo de
linfécitos na doenca também ja foi descrita (Shintani et al., 1998; Melgar et
al., 2006). As citocinas mais relevantes durante a fase aguda s&o: IL-1q, IL-
1B, IL-6, IL-12, IL-18, IFN-y (Melgar et al., 2005) e também IL-17 (Ito et al.,
2008).

O mecanismo pelo qual o DSS promove a colite ainda ndo foi
esclarecido, mas foi sugerido que o DSS tem efeitos toxicos no epitélio,
aumentando a exposi¢cao aos antigenos luminais pela destruicdo do contetudo
de mucina ou alterando a funcéo dos macréfagos devido a fagocitose do DSS

(Ni et al., 1996; Kitajima et al., 1999). Dessa forma, a perda da homeostase
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do epitélio intestinal causada pelo efeito toxico direto do agente quimico
consistiria em um evento inicial importante para a inflamacdo da mucosa
nesse modelo (Kitajima et al., 1999; Poritz et al., 2007). Além disso, a colite
induzida por DSS pode ser causada pela interferéncia do DSS na interagao
fisiologica entre linfécitos intraepiteliais, células epiteliais e proteinas de
matriz extracelular, como também a um aumento na expressdo dos
receptores das moléculas de adeséo (Ni et al., 1996).

A forma cronica da doenca pode ser causada pela administracdo de
DSS em agua, durante sete dias, seguidos de mais sete dias de intervalo e
posteriormente, uma nova administracdo de DSS durante cinco a sete dias
(Kawada et al., 2007; Wirtz et al., 2007). A inflamac&o crénica € marcada pelo
aumento de citocinas no plasma, por infiltrado celular rico em macro6fagos,
linfécitos e agregados linféides na lamina propria e serosa do intestino (Araki
et al., 2005; Rakoff-Nahoum et al., 2006; Kawada et al., 2007).

O modelo de transferéncia de células foi descrito por Powrie na
década de 90. A transferéncia adotiva de células T CD4"CD45RB™" de um
camundongo saudavel (wild type) para um receptor singénico (SCID), em que
faltam células T e B, induz uma pancolite com inflamagdo no intestino
delgado 5 a 8 semanas apoés a transferéncia. A analise histologica do colon
distal revela uma inflamacéo transmural, hiperplasia de células epiteliais,
infiltracdo de leucdcitos, formacdo de abcesso de cripta e erosdo de células
epiteliais. Os camundongos apresentam perda de peso e diarréia. No
entanto, a co-transferéncia de células CD4"CD25'CD45RB"" juntamente
com as células CD4+CD45RB"" impedem a inducdo da doenca,
demonstrando a importancia de células reguladoras em suprimir ou limitar o

inicio e a perpetuacgéo da inflamacéao intestinal (Powrie et al., 1993).

2.6. Dieta isenta de antigenos proteicos

Embora a microbiota seja um fator de estimulacéo intensa do sistema
imune nao sé local, mas também sistémico, a dieta também exerce influéncia

na formacao do tecido linféide da mucosa. De fato, nosso grupo de pesquisa
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demonstrou que a exposicdo antigénica na mucosa intestinal pelas proteinas
da dieta é fundamental para a maturacéo do sistema imune.

Camundongos alimentados, logo apés o desmame, com uma dieta
livre de antigenos protéicos apresentaram o tecido linféide associado a
mucosa deficientemente desenvolvido com reducdo de linfocitos
intraepiteliais TCRaf, de IgA secretéria e de IgG e IgA séricas. A producdo
de citocinas pelas células linféides mostrou predominancia do perfil Th2 com
altas concentracdes de IL-4 e IL-10, além de baixas concentracfes de IFN-y
(Menezes et al., 2003). Esses camundongos também desenvolvem menor
tolerancia nasal a asma alérgica quando comparado com camundongos
controles, evidenciando a manutencdo do perfil Th2 imaturo (Mucida et al.,
2004).

Como dito anteriormente, nas doencas inflamatérias intestinais o0s
antigenos “naturais” como a microbiota e as proteinas da dieta encontram um
contexto inflamado na mucosa intestinal desencadeando a patologia em
areas da mucosa exposta a esses antigenos. Linfocitos T dos linfonodos
mesentéricos de camundongos saudaveis e de camundongos susceptiveis a
colite (Gai2-/-) foram re-estimulados in vitro com componentes isolados da
dieta. Enquanto camundongos saudaveis produziram altos niveis da citocina
reguladora IL-10 em resposta a estimulagdo pelos antigenos da dieta,
camundongos com preé-disposi¢ao a colite produziram uma resposta Thl com
altos niveis de IFN-y. Assim, uma resposta de linfécitos T desequilibrada
frente a antigenos proteicos pode ser um mecanismo patogénico que
contribua para desencadear as Dlls (Bjursten e Hultgren Hornquist, 2005).

Na clinica, dietas com finalidade médica promovem suporte nutricional
suplementar ou completo a individuos com incapacidade de digerirem
guantidades adequadas de alimento na forma convencional; ou promovem
suporte nutricional especializado a pacientes com necessidades nutricionais
especiais (Smith, 2008). Atualmente, sabe-se que proteinas intactas nao
podem ser administradas a pacientes com danos hepéticos ou estomacais
especificos, dificuldades de hidrolise e reduzida capacidade absortiva. Esse
€, muitas vezes, o caso de pacientes com DIl (Fernandez-Banares et al.,

1994).
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A dietoterapia para pacientes com DIl tem como objetivos diminuir a
atividade da doenca, manter e/ou recuperar o estado nutricional do paciente,
aumentar o tempo de remissao da doenca, reduzir as indicacdes cirurgicas e
complicacBes pds-operatdrias (Gassull et al., 1986). A ingestdo de 1 a 1,5
g/Kg do peso ideal de proteina/dia satisfaz a demanda de proteinas e energia
da maioria dos pacientes adultos com DIl ativa. A terapia nutricional oral,
enteral e parenteral sdo necesséarias durante diferentes fases da DIl.
Atualmente, existe uma tendéncia favoravel a utilizacdo de dieta enteral em
pacientes com DII, uma vez que estudos comparativos entre as vias de
administracdo enteral e parenteral mostram resultados nutricionais
semelhantes. A nutricdo enteral além de fornecer os nutrientes para a
recuperacdo e manutencdo do estado nutricional oferece algumas vantagens
como: melhora imunolégica do paciente e preservagdo da mucosa intestinal,
evitando a translocacdo bacteriana. Além disso, a frequéncia de infeccfes
pos-operatdrias € maior em pacientes com nutricdo parenteral (Riordan et al.,
1993).

Na clinica, duas formas principais de suporte nutricional séo utilizados
em substituicdo as proteinas inteiras: os hidrolizados proteicos enzimaticos
ou uma mistura de aminoacidos livres. Os hidrolizados proteicos contém
peptideos de cadeia curta com uma composicdo de aminoacidos
caracteristica de cada hidrolisado. Eles mostram importante vantagem
gquando comparado a dieta elementar, em que 0 componente proteico
consiste exclusivamente de uma mistura de aminodacidos livres: absorcao de
peptideos de cadeia curta (di e tripeptideos) € mais eficiente do que a de
aminoacidos livres os quais por sua vez sao melhores do que os tetra ou
mais peptideos (Clemente, 2000). Portanto, o uso de di e tripeptideos é
particularmente Gtil em casos de reducéo da capacidade absortiva intestinal.
Nesse estudo, testamos separadamente, tanto aminoacidos livres quanto

hidrolizados proteicos como dietoterapia para doenca inflamatéria intestinal.
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2.7. Bactérias lacticas na inducéao de tolerancia oral

As bactérias do acido lactico sdo amplamente utilizadas na inddstria
de alimentos na producdo e preservacdao de produtos fermentados. A
designacgao “bactérias lacticas (BL) se aplica a um grupo de bactérias gram
positivas, ndo patogénicas, que tem o acido lactico como principal produto
metabolico da fermentacdo de carboidratos. As principais espécies do grupo
BL sao Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus e
Lactococcus. Diversas espécies foram consideradas seguras e adquiriram o
status de GRAS (Generally Recognizad As Safe) (De Vrese et al., 2001; Carr
et al., 2002).

Dentre as varias propriedades atribuidas as bactérias lacticas, a mais
antiga é sua capacidade de promover efeitos benéficos na salde humana,
sendo denominadas probidticas. As principais espécies descritas como
probidticos sdo Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum and
Lactobacillus reuteri (Ouwehand et al., 2002).

Uma nova aplicagdo para as bactérias do &cido lactico, e
provavelmente a mais promissora, € 0 Seu uso como vetores vivos para
entrega de proteina antigénica ou de DNA nas superficies mucosas. Varios
projetos de investigacao cientifica ja testeram Lactobacillus sp. e Lactococcus
Sp. como vetores. Sistemas eficientes de expressao ja foram desenvolvidos
para a producdo controlada e direcionada dos antigenos desejados
(terapéuticos) com a finalidade de serem liberados na mucosa
gastrointestinal (Pontes et al., 2011).

Dentre as BL, Lactococcus lactis € a mais bem caracterizada e
estudada do grupo por ter seu genoma completamente sequenciado, ser de
facil manipulacdo e por muitas ferramentas genéticas terem sido
desenvolvidas nessa espécie. O L. lactis é uma bactéria gram positiva,
facultativa, ndo invasiva, mesofila (com temperatura ideal de crescimento em
torno de 30°C), amplamente utilizada na indstria de laticinios (Steidler et al.,
1998; Steidler e Rottiers, 2006; Wells e Mercenier, 2008).

Steidler e seu grupo de pesquisa foram os primeiros a desenvolverem

L. lactis geneticamente modificados para sintetizar e secretar, de modo
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eficiente, proteinas eucaribticas. As citocinas IL-2, IL-6 e IL-10 foram, entéo,
produzidas por Lactococcus e testadas em diversos modelos experimentais
(Steidler et al., 1998). O mais bem sucedido deles foi com o L. lactis
modificado para secretar IL-10, que preveniu, de forma significativa, a colite
em camundongos deficientes para IL-10 e no modelo de colite induzida por
DSS (Steidler et al., 2000). Recentemente, um estudo (fase 1), em pacientes
com doenca de Crohn moderada tem demonstrado que L. lactis produtor de
IL-10 é seguro e pode ser efetivamente utilizado no tratamento dos pacientes
(Braat et al., 2006).

Com a intencdo de desenvolver uma estratégia para induzir
mecanismos tolerogénicos e prevenir a reatividade aumentada do sistema
imune associada as doencas inflamatdrias intestinais, utilizamos a bactéria
Lactococcus lactis geneticamente modificado para produzir e secretar a
proteina de choque térmico 65 de Micobacterium leprae (Hsp 65).

Embora a tolerancia oral seja eficiente no tratamento de varias
doencas em modelos animais, 0s ensaios clinicos em humanos néo tiveram
até hoje o mesmo sucesso (Faria e Weiner, 2006). Os motivos para essa
falha sdo multiplos e um deles parece ser a dose e o protocolo de
administracdo oral dos antigenos que ainda ndo é bem adaptado para uso
em humanos. Nosso grupo demonstrou que a maneira mais eficaz para a
inducéo de tolerancia oral em modelos experimentais € a administracdo oral
do antigeno por continuous feeding ou ingestdo continua (na mamadeira).
Esse protocolo de administracéo oral foi capaz de induzir tolerancia oral em
camundongos idosos, refratarios a inducdo de tolerancia por gavagem
(administracdo intragastrica in bolus) da mesma dose de antigeno (De Faria
et al., 1998) e ainda de inibir com maior eficiéncia a inducdo da
encefalomielite experimental alérgica (Faria et al.,, 2003). Esse tipo de
protocolo de administracdo € facilmente aplicavel a animais experimentais,
mas dificilmente adaptavel ao uso clinico em humanos ja que ele exigiria a
ingestdo de varias doses ao longo do dia.

A utilizagcdo de bactérias lacticas geneticamente modificadas para
producdo de proteinas heterélogas surge, entdo, como uma alternativa
desenvolvida para imitar os efeitos da ingestdo voluntaria de antigenos.

Nesse caso, a bactéria realiza a liberacdo lenta e gradual do antigeno na
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mucosa. Essa nova alternativa tem o potencial de reproduzir em humanos o0s
efeitos ja demonstrados em modelos experimentais de tolerancia oral por
ingestao voluntaria (Rottiers et al., 2009).

A capacidade tolerogénica de L.lactis foi testada em um estudo em
gue a bactéria foi modificada para produzir ovalbumina (LL-Ova).
Comparando-se a L. lactis-Ova com a proteina soluvel, em altas ou em
baixas doses, a bactéria secretora de Ova aumentou as quantidades de IL-10
no tecido linféide associado a mucosa (GALT) e no baco apds estimulo com
0 mesmo antigeno. Além disso, promoveu a geracdo de células com o
fendtipo CD4'CD25 que expressam CTLA-4 e Foxp3, tipico de células T
reguladoras induzidas. Também foi observada reducdo da proliferacdo de
esplendcitos e de IFN-y por Lactococcus selvagem. O mecanismo especifico
pelo qual L. lactis aumenta os sinais tolerogénicos ainda é desconhecido. L.
lactis pode modular o processamento e a apresentacdo de antigenos e a
expressao de moléculas co-estimuladoras em células dendriticas. A maioria
da Ova luminal apés a administracao oral por gavagem foi encontrada no ileo
terminal, no ceco e no colon, sugerindo que essa estratégia pode ser utilizada
no tratamento de DlIs (Huibregtse et al., 2007; Maillard e Snapper, 2007).

Além de L. lactis ser uma importante ferramenta para aumentar os
mecanismos regulatérios na mucosa, possivelmente disponibilizando
lentamente o antigeno nesse sitio e gerando células reguladoras especificas
e ndo especificas, a producdo de Hsp65 também pode ser fundamental para

prevenir e tratar desordens inflamatorias.

2.8. Proteinas de Choque Térmico e Inflamacéao

As proteinas de choque térmico ou heat shock proteins (Hsp)
constituem uma classe funcional de proteinas encontradas em todos o0s
organismos vivos, desde bactérias até humanos e cuja expressao se torna
aumentada quando células sdo expostas a elevadas temperaturas ou outros
tipos de estresse (Lindquist e Craig, 1988; Ellis, 1990). As Hsps séo
caracterizadas de acordo com seus pesos moleculares. Por exemplo, Hsp60,

Hsp70 e Hsp90 (proteinas de choque térmico mais amplamente estudadas)
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referem-se aos pesos moleculares de 60, 70 e 90 kilodaltons,
respectivamente (Ellis, 1990). Uma vez que suas concentracdes encontram-
se aumentadas frente as mais diversas condicbes de estresse, como
infeccdo, inflamacgéo, temperatura, dentre outros, as Hsps sdo também
chamadas de proteinas de estresse (Santoro, 2000).

Essas proteinas desempenham as mais variadas funcdes. Podem
atuar como chaperonas intracelulares, desempenhando importante papel na
manutencdo da conformacdo de diversas proteinas na célula, bem como
prevenindo agregacgdes indesejadas das mesmas (Walter e Buchner, 2002;
Borges e Ramos, 2005). Também contribuem para a “reciclagem” celular,
favorecendo a destruicdo de proteinas pelos proteassomas (Borges e
Ramos, 2005). Entretanto, uma de suas mais importantes fungbes vem sendo
amplamente estudada recentemente, sendo relacionada a regulacdo do
sistema imune (Nishikawa et al., 2008).

Imunizacdes com Hsp foram capazes de inibir desordens autoimunes
tais como diabetes e artrites tanto em modelos animais como em estudos
clinicos em pacientes com doenca inflamatdria crénica. Esse efeito protetor
foi explicado pela expansdo ou aumento da atividade das células reguladoras
reativas a Hsp. Em modelo de artrite, essas células produziram IL-10 uma
vez re-estimuladas com o antigeno (Wieten et al., 2009). Além disso, a Hsp60
em particular, liga-se a receptores imunes inatos como o TLR2, levando a
inibicdo da migragdo de células T e a consequente reducdo da entrada
dessas células no sitio inflamado (Zanin-Zhorov et al., 2003; Zanin-Zhorov et
al., 2005). A sinalizacdo via TLR2 em células T reguladoras acarreta a
expanséo de células Treg CD25" e aumenta a capacidade supressora dessas
células reguladoras in vitro (Zanin-Zhorov et al., 2006).

As Hsps podem, de fato, ativar o sistema imune através de receptores
de superficie como TLR2, TLR4, CD14, CD91 e CD40 (Binder et al., 2004).
No entanto, a ligagdo da Hsp em receptores da imunidade inata foi muitas
vezes questionada, acreditando-se tratar de contaminantes bacterianos
presentes na Hsp, particularmente do LPS (Gaston, 2002). Apesar disso,
estudos demonstraram que Hsp altamente purificada pode ativar células
dendriticas e macrofagos, via sinalizacédo de TLR2 e de TLR4. A sinalizacéo
de TLRs via Hsp parece também ser diferente daquela induzida por LPS.
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Esta é dependente de CD14 quando estimulado por Hsp enquanto que na via
de estimulacéo pelo LPS a sinalizacdo ocorre mesmo na auséncia do CD14.
A sinalizacao via Hsp parece ser dependente de endocitose enquanto o LPS
sinalizaria na superficie celular (Tsan e Gao, 2004).

Além de induzirem células T reguladoras e se ligarem a receptores da
imunidade inata, as Hsps constituem auto-antigenos dominantes (Quintana et
al., 2008), segundo a teoria do homunculus imunolégico proposto por Irun
Cohen (Cohen e Young, 1991). Segundo o autor, o repertorio de linfécitos
auto-reativos envolvidos na auto-imunidade fisiolégica seria direcionado a
trés classes principais de antigenos homunculares: moléculas do sistema
imune, moléculas de manutencdo e moléculas tecido-especificas. As
proteinas de choque térmico, conforme dito anteriormente, sdo moléculas de
manutencdo envolvidas em uma série de processos de homeostase
intracelular. Com o estudo mais detalhado das Hsps proporcionado por
técnicas avancadas de biologia molecular, foi possivel observar que essas
proteinas, altamente expressas em condicbes de estresse na célula,
desempenham um mecanismo adicional no controle do processo imune
inflamatoério: células T efetoras ativadas aumentam a expressdo de Hsp60
(ergotopo) e apresentam seus proprios epitopos via MHC-1 ou MHC-II a
células T reguladoras anti-ergotipicas (Quintana et al., 2008). Tais células
anti-ergotipicas promovem a reducgéo dos efeitos pré-inflamatérios produzidos
pelos linfocitos efetores, ocasionando, por exemplo, diminuicdo dos danos
causados pela resposta inflamatéria autoimune nos modelos de EAE (Mor et
al., 1996) e de artrite adjuvante em roedores (Mimran et al., 2004).

Dessa forma, uma vez demonstrado o aumento da expressao de
Hsp60 pelos linfécitos T efetores ativados e a regulagdo dos efeitos pro-
inflamatdrios dessas células por linfécitos T reguladores anti-ergotipicos,
torna-se de extrema relevancia avaliar se a inducdo de tolerancia oral as
proteinas de choque térmico 65 produzidas e liberadas por bactérias, como

Lactococcus lactis é capaz de prevenir doencas inflamatérias intestinais.
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3. OBJETIVOS
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3.0Dbjetivos

3.1. Objetivo geral

Avaliar as alteracdes imunol6gicas que acompanham a colite espontanea em
camundongos deficientes para IL-10 e testar o potencial imuno-modulador da
retirada das proteinas inteiras dietéticas e do Lactococcus lactis produtor de

Hsp65 em modelos experimentais de doenca inflamatéria intestinal.

3.2. Objetivos especificos

Parte |
Caracterizacdo das alteracbes imunoldgicas durante o curso da
enterocolite espontanea em camundongos deficientes em IL-10. Os
seguintes parametros foram avaliados:
v" Analise macroscépica e microscépica (histoldgica) do colon.
v" Analise fenotipica das populacdes de linfocitos intraepiteliais e
da lamina propria do intestino delgado e grosso.
v’ Perfil de citocinas nas porc¢des do intestino delgado e grosso.
v" Producédo de IgA secretoria e de Imunoglobulinas séricas (IgM,
IgG e IgA).
v" Determinacao da porcentagem de células B e B1 no intestino
delgado e grosso, PP, peritbnio e medula 0ssea.
v' Inducdo de tolerancia oral em camundongos com colite

estabelecida.
Parte Il
Avaliar os efeitos da administracdo de dietas isentas de antigenos protéicos

na retocolite experimental induzida por DSS em camundongos por meio dos

seguintes parametros:
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v" Andlise macroscopica e microscoépica (histolégica) do cdlon.

v' Avaliacdo do estado nutricional por meio das dosagens de

hemoglobina, albumina, proteinas séricas totais.

v Producdo de IgA secretoria por ELISA.

Parte Il

1) Avaliar os efeitos imunoldgicos da administracédo oral de L. lactis produtor

de Hsp65 na colite ulcerativa experimental. Os seguintes parametros foram

determinados:

AN NN N

<

Analise macroscoépica e microscopica (histolégica) do célon.
Determinacédo da concentragcao de sIgA nas fezes.

Teste de permeabilidade intestinal.

Perfil de citocinas no extrato de coélon.

Andlise fenotipica das populacdes de leucdcitos do baco,
linfonodos mesentéricos e linfonodo cecal.

Inducao da sinalizacéo in vitro de TLR2 e TLRA4.

Determinacéo in vivo da dependéncia de TLR2 e de TLR4 para

a melhora da colite por L. lactis produtor de Hsp65.

2) Avaliar os efeitos imunoldgicos da administracéo oral de L. lactis produtor

de Hsp65 no modelo de colite espontanea experimental. Os seguintes

parametros foram determinados:

D N N NN

Analise macroscopica e microscopica (histolégica) do célon.
Determinacédo da concentracao de sIgA nas fezes.

Perfil de citocinas no extrato de colon.

Andlise fenotipica das populacdes de linfécitos na lamina
propria do intestino grosso, linfonodos mesentéricos, linfonodo

cecal e baco.
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4. Material e Métodos

4.1. Animais experimentais

Camundongos 129 Sv/Ev deficientes para IL-10 e controles (selvagens)
foram doados pela Prof. Donna-Marie McCafferty (Calgary University- Canada) e
mantidos em microisoladores para criacao. Posteriormente, apds o desmame, esses
foram transferidos para gaiolas abertas.

Camundongos C57BL/6 fémeas, com aproximadamente 18 gramas, foram
utilizados nos experimentos de colite induzida por DSS (dextrana sulfato de sédio).
No experimento in vitro com macrofagos peritoneais utilizamos também
camundongos BALB/c. Esses foram obtidos do Centro de Bioterismo da
Universidade Federal de Minas Gerais e mantidos em gaiolas coletivas durante o
experimento. Também utilizamos camundongos deficientes para TLR2 e para TLR4
no fundo genético C57BL/6 que foram cedidos pelo Prof. Sérgio Costa.

Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de ética
animal da UFMG (protocolo 114/10) (anexo 1).

4.2. Desenho experimental

Parte |

Camundongos deficientes em IL-10 e controles (129 Sv/Ev) com 4, 6, 10 ou
16 semanas de idade foram utilizados no estudo. No dia da eutanésia, esses foram
anestesiados com uma injecao intraperitoneal de 0,1ml de uma solucdo contendo
1,7mg do anestésico cloridrato de quetamina misturado a 0,33mg do relaxante
muscular 2-(2,6-xilino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (xilazina) diluidos em tampéo
fisiolégico. ApGs anestesia geral, o sangue dos animais foi retirado pela aorta
abdominal. Posteriormente, retiramos o intestino delgado cuidadosamente e entao,
esse foi limpo sobre um papel filtro para retirada de gordura e fezes. Esse foi
dividido em por¢des (duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo) e armazenado
em freezer -80°C ou submetido a separacdo de IEL e células da lamina propria.
Nesse caso, as placas de Peyer foram retiradas. O intestino grosso também foi

removido e dividido em duas partes. A porcado ascendente com aproximadamente 1
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cm foi emersa em formol 10% para histologia e o restante foi armazenado no freezer
-80 °C para mensuracio de citocinas ou entdo, submetido a separacio de células
da lamina propria. Nos experimentos para marcacao de linfécitos B também foram

retiradas células do lavado peritoneal e da medula 6ssea.

Esquema experimental parte |

Camundongos IL-10-/- e controles

\

(4. 6, 10 e 16 semanas de idade 16 semanas de idade \
Fezes Sangue Intestino delgado e grosso Intestino delgado e I?c:ug?o Qe
grosso, PP, medula| | '©'€rancia

oral

l l ossea, periténio

slgA 1gG, IgM, IgA IgE

¥ 6 e 16 semanas de idade IgE e IgG1 anti-ova

6, 10 e 16 semanas de idade lamina prépria

v

Citocinas e histologia

Facs Células B

Parte Il

Camundongos C57BL/6 fémeas com peso corporeo entre 18 e 20 gramas
foram separados em dois grupos de acordo com as dietas experimentais controle
contendo proteinas inteiras ou a dieta experimental isenta de proteinas. No primeiro
experimento utilizamos caseina (cas) como fonte proteica e aminoacidos livres (Aa).
No segundo experimento, utilizamos proteina do soro do leite como fonte proteica
ou di-tripeptideos (di-tri) obtidos da hidrélise das proteinas do soro do leite. Apds
uma semana de ingestdo das dietas oferecidas ad libitum, a inducdo da colite foi
realizada pela administracdo de DSS a 2%, ofertado na mamadeira, como Unica
fonte liquida. Durante esse periodo os animais continuaram se alimentando das

dietas experimentais.
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Esquema experimental parte Il

Dieta Controle Dieta isenta de proteinas

I
] | |

Fezes Intestino grosso Sangue

l l 1

slgh s Dosagens bioguimicas

Parte Il

Camundongos C57BL/6 foram pesados e divididos em grupos experimentais
de maneira homogénia. Esses receberam agua, L. lactis ou L. lactis produtor de
Hsp65 na mamadeira por 4 dias consecutivos. O meio contendo as bactérias foi
trocado diariamente. Apés 10 dias de intervalo a partir do dltimo dia de tratamento
oral, a colite foi induzida. Os camundongos receberam por via oral ad libitum uma
solucdo de DSS (dextrana sulfato de sddio) a 2% (peso/volume) diluido em agua.
Essa solucdo foi administrada durante 7 dias consecutivos. Os camundongos
controles receberam somente agua por via oral, em vez de DSS. Na eutanasia,
retiramos baco, linfonodo cecal e linfonodo mesentérico. Posteriormente, o cdlon foi
removido e dividido em partes. A porcao descendente (aproximadamente 1lcm) foi
reservada para histologia. O restante foi congelado a -80°C para dosagem de

citocinas.

36



Esquema experimental parte 11l — Modelo de colite induzida

Controle

DSS+H,0 DSS+ L. lactis

DSS+L. lactis Hsp65

A

l 1 v
3 dias de DSS
Baco, Lm, L Intestino grosso
Aok Sangue
l 7 dias de DSS 3 e 7 dias de DSS
Citometria de fluxo | Histologia | I Citocina I
l v
1 Teste de
12 horas, 3e 7 7 dias de DSS permeabilidade
dias de DSS intestinal
CD80,CD86
Treg/ T efetor CD40,CD103,
TLR2, TLR4
v

3 e 7 dias de DSS

| |

7 dias de DSS

Fezes

l

slgA
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Esquema experimental parte 11l — Modelo de colite espontanea

Controle
(129 SwEV)

IL-10-/- +Agua

IL-10-/- +L. lactis | 1L-10-/- +

L. Lactis HSPG5

A

Fezes

l

slgA

1

Intestino grosso

1

Histologia e
citocina

|

Baco, Lm, Lc

l

Citometria de fluxo

Lamina propria

4.3. Analise macroscopica

Os parametros macroscopicos para avaliacdo da gravidade da colite induzida

por DSS foram listados na Tabela 1. O indice macroscopico representa a soma de

cada parametro ranqueado (% de perda de peso, diarréia e sangramento). O indice

maximo possivel é igual a 12 (Kang et al., 2006).

Tabela 1: indice macroscopico da colite aguda induzida por DSS

indice % perdade peso Diarréia  Sangramento
0 nenhuma nenhuma Ausente

1 lab

2 5a10 moderada oculto

3 11a15

4 >15 grave Visivel
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O indice macroscoépico utilizado para avaliacdo da doenca inflamatoria
intestinal de camundongos deficientes em IL-10 esta listado na tabela 2. Esse
sistema de indice incluiu caracteristicas clinicas da colite, a presenca ou auséncia
de adesdo, estreitamento, diarréia (diarréia foi definida como fezes aquosas) e a
espessura da parede do intestino (medida em milimetros). A cada parametro, se
observado, foi atribuido 1 ponto, com exce¢do do espessamento da parede do
intestino (Mccafferty et al., 2000).

Tabela 2: indice macroscopico da doenca inflamatéria intestinal em

camundongos deficientes para IL-10

Parametros

Eritema
Diarréia
Edema
Estreitamento do cdélon
Hemorragia
Adeséo
Ulceracao
Hiperplasia da mucosa

Espessamento da parede do intestino

4.4, Andlise histoldgica

Amostras do colon ascendente de camundongos IL-10-/- e do cdlon
descendente de camundongos C57BL/6 com colite induzida por DSS foram fixados
em formalina e processados para analise histologica. Cortes corados com
hematoxilina e eosina foram ranqueados as cegas, baseado no sistema de indice

previamente descrito (Mccafferty et al., 2000) que classifica as seguintes
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caracteristicas: extensdo da destruicdo da arquitetura da mucosa, presenca e grau
de infiltracdo celular, extensdo do espessamento do musculo, presenca ou auséncia
de abcessos das criptas e a presenca ou auséncia de deplecdo das células
caliciformes conforme tabela a seguir. Os indices para cada caracteristica foram

somados com o indice maximo possivel de 11.

Tabela 3: indice microscopico da doenca inflamatéria intestinal em

camundongos

Parametro Classificacao

Extensdo da destruicdo da arquitetura da 0 normal, 1 leve, 2 moderada e 3
dano extensivo

mucosa

Presenca e grau de infiltracéo celular 0 normal, 1 leve, 2 moderada
e 3 infiltrac&o transmural

Extenséo do espessamento do musculo 0 normal, 1 leve, 2 moderada

e 3 espessamento extensivo

Presengca ou auséncia de abcessos das 0 ausente e 1 presente
criptas

Presenca ou auséncia de deplecdo das 0 ausente e 1 presente
células caliciformes

4.5. Dieta experimental com aminoacidos livres

Camundongos C57BL/6 foram alimentados com dieta controle contendo 15%
de caseina (Cas) como fonte de proteina ou uma dieta contendo 15% de
aminoacidos (Aa) na mesma proporcdo encontrada na caseina. Ambas as dietas
séo isocaldricas e idénticas em relacdo aos outros nutrientes. As dietas foram feitas
tomando como base a dieta padréo para roedores AIN93G (American Institute of
Nutrition) (Reeves et al.,, 1993), sendo ofertadas em forma de peletes ad libitum
durante todo o experimento. A composi¢cado da dieta e dos aminoéacidos utilizados

encontram-se nas tabelas abaixo.
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Tabela 4. Composicéo centezimal da dieta AIN-93G para roedores

Composicao da dieta g/Kg de dieta

Amido de milho 4475
Caseina 150
Amido dextrinizado 132
Sacarose 100
Oleo de soja 70
Celulose 50
Mix mineral £15
Mix vitaminico 10
L-cistina 3

Bitartarato de colina 2,5
BHT 0,014

Os ingredientes foram individualmente pesados e misturados para obtencéo
de 1 kg de dieta em po6. Os pellets foram feitos posteriormente com a adicdo de

4gua filtrada e congelados a 4 °C.
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Tabela 5: Composicdo de aminoacidos da molécula de Caseina

Aminoacidos (9)
Arginina 6,15
Histidina 4,65
Isoleucina 9,15
Leucina 13,8
Lisina 12,3
Metionina 4,8
Fenilalanina 7,5
Treonina 7,35
Triptofano 1,8
Valina 10,8
Alanina 4,5
Acido aspartico 10,65
Cistina 0,45
Acido glutamico 10
Glicina 27,65
Prolina 16,95
Serina 9,45
Tirosina 9,45

A composicdo de aminoacidos (em gramas) corresponde a 167,4 gramas de

caseina.

4.6. Dieta experimental com di-tripeptideos

O concentrado proteico do soro do leite na forma de pé foi doado pela Kerry
do Brasil. Para a obtencdo dos hidrolizados, um volume de 100mL de solucéo
aguosa da proteina do soro do leite a 10% (p/v) foi colocado em um erlenmeyer e o
pH ajustado na faixa 6tima apresentada na ficha técnica da enzima utilizada para
hidrélise assim como a temperatura. A enzima foi adicionada para se obter a relacao
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enzima-substrato desejada (1:100, 2:100, 3:100 e 4:100). Apds 5 horas, o processo
foi interrompido por aguecimento em banho maria a 75 °C por 15 segundos para
inativar a enzima. O grau de hidrélise é definido como a porcentagem de
grupamentos amino que séo liberados no rompimento da molécula proteica pela
acao de enzimas. Nesse caso, o0 grau de hidrolise foi calculado por meio da relacao
entre o0 nitrogénio a-aminado (NA) e o nitrogénio total (NT) de acordo com a
seguinte equacao:

% Grau de hidrélise= nitrogénio a-aminado (NA) / nitrogénio total (NT) X 100.
Para a determinacdo do NA foi utilizado o método de Sorensen e para a
determinacdo do NT o método de Kjeldahl. Os hdrolizados foram preparados no
laboratério de Bromatologia da Prof. Marialice Pinto Coelho, Faculdade de Farmécia
da UFMG.

4.7. Dosagens bioquimicas de albumina e proteinas totais e
hemoglobina

O método de dosagem de albumina se baseia na ligacdo da albumina com o
corante verde de bromocresol. Essa ligacdo promove um desvio do pico de
absortividade do corante e permite que a cor resultante possa ser medida
colorimetricamente na presenca do excesso do corante. Para tal, 100 pL do
reagente de cor (bromocrezol) foram adicionados a 1 puL de soro ou de padrédo e
incubado por 10 minutos a 37 °C (Kit Labtest). As absorbancias do teste e do
padrao foram determinadas em 630 nm. O célculo de albumina foi feito dividindo a
absorbéancia do teste pela absorbancia do padrédo e multiplicado por 3,8 (fator de
calibracéao).

O método de dosagem de proteinas totais utiliza a especificidade de reacéo
do biureto com as proteinas de liquidos biologicos. O procedimento foi feito
conforme o utilizado para albumina (Kit Labtest). Porém as absorbanicas foram lidas
a 550 nm. O calculo foi feito dividindo-se a absorbancia do teste pela absorbancia
do padrao e multiplicado por 4 (fator de calibragéo).

A dosagem de hemoglobina foi realizada em sangue coletado do plexo axilar.
A reacdo para dosagem de hemoglobina foi feita de acordo com o recomendado
pelo fabricante dos reagentes (Doles - Goiania, Goias - Brasil).
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4.8. Lactococcus lactis: linhagens bacterianas e acondicionamento
microbiolégico

As linhagens bacterianas que foram empregadas neste trabalho estéo
listadas na Tabela 6. O meio de cultivo utilizado para o crescimento de L. lactis foi o
M17 (Difco) suplementado com 0,5% de glicose ou 1% de xilose (GM17 ou XM17,
respectivamente). Para o cultivo das bactérias, 10 ug/mL do antibiético cloranfenicol
(Sigma) foi adicionado. As bactérias foram crescidas a 30°C sem agitacdo. Para fins
de estocagem, as linhagens de L. lactis, foram cultivadas em meio sélido por um
periodo de 18 horas (overnight). Em seguida, colbnias isoladas foram
individualmente coletadas com o auxilio de uma alga bacterioldégica descartavel e
inoculadas em meio liquido. Depois de cultivadas, as culturas foram diluidas (4:1)
em uma solucdo estéril de glicerol 80% e acondicionadas em freezer -80°C. A
representacdo dos vetores de expressdao de L. lactis produtor de Hsp65 esta
ilustrado na figura 3. Foi estimado por Western Blotting que L. lactis pSEC (produtor
de HSP na forma secretada) produz 7mg/L de Hsp65. Além disso, a Hsp65
produzida por L. lactis é livre de LPS (Azevedo, 2009).

Tabela 6: Linhagens bacterianas

Espécie Linhagem Fonte
L. lactis L. lactis subsp. lactis LGCM
NCDO2118

L. lactis L. lactis NCDO2118 portadora do vetor de expressdo (Rocha,

pPpSEC:hsp65  pXylT:SEC:hsp65/Cmr contendo a sequéncia codificadora do
peptideo sinal da proteina Usp45 (SPUsp) de L. lactis
fusionada a ORF hsp65 de M. leprae sob o controle do
promotor PxyIT

2007)

Cmr: Resisténcia ao antibiético cloranfenicol.

LGCM: Laborat6rio de genética celular e molecular.
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Figura 3: Representacdo dos vetores de expresséo pXylT:SEC:hsp6b5.
PxylT: Promotor induzido por xilose. RBS: Sitio de ligacao do ribossomo da seqiiéncia codificadora
da proteina Usp45 de L. lactis. PS: Peptideo sinal da proteina Usp45. Nsil e EcoRlI: Sitio para as
enzimas de restricdo Nsil e EcoRIl. rhsp65: ORF hsp65 de Micobacterium leprae. repA e repC:
origens de replicacdo. Cm: Gene que confere resisténcia ao cloranfenicol.

4.9. Inducéo da expresséao génica em L. lactis

Primeiro dia

Colbnias isoladas de L. lactis pSEC:ORF e L. lactis contendo o plasmideo vazio
foram individualmente inoculadas em 5 mL de meio GM17, onde os meios de cultivo
destinados as linhagens recombinantes foram suplementados com cloranfenicol na
concentracado de 10 ug/mL. Em seguida, os in6culos permaneceram em uma estufa
a 30°C por 18 horas, sem agitacédo (Miyoshi et al., 2004).

Segundo dia

As culturas crescidas overnight foram diluidas (1:10.000) em 10 mL de XM17.
Posteriormente, os indculos foram incubados na estufa a 30°C, sem agitacéo, por
mais 18 horas.

Terceiro dia

Apébs as culturas terem alcancado uma densidade Optica 2.0 (OD 600nm), o que
corresponde a 1x10° bactérias/mL, as culturas crescidas overnight foram

acondicionadas em mamadeiras de vidro estéreis e ofertadas aos camundongos. O
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procedimento foi feito por 4 dias consecutivos. As mamadeiras foram trocadas

diariamente.

4.10. Preparacéao das suspensdes de células

As suspensdes das células do bago, linfonodos mesentéricos, linfonodo cecal
e placa de Peyer foram homogeneizadas e centrifugadas a 400g por 10 minutos sob
refrigeracéo a 4°C. A lise de hemacias do baco foi feita com PBS 10X diluido 1:10
em &gua. Posteriormente, as células foram novamente centrifugadas e
ressuspendidas em RPMI 1640 (GIBCO BRL) acrescido de 10% de soro fetal
bovino, 2 mM de L-glutamina, 20 pug/mL de sulfato de gentamicina, 25 mM de
HEPES (Sigma, St. Louis, Missouri) e 50uM de B-mercaptoetanol (Amersham

Pharmacia Biotech), pH 7,2. As células foram contadas no microscopio optico.

4.11. Analise da producéo de IL-12p70 por macréfagos obtidos do
peritdnio

Os macrofagos foram isolados da cavidade peritoneal de camundongos que
receberam injecdo, 72 horas antes do sacrificio, de tioglicolato a 3%. Os macrofagos
obtidos foram ressuspendidos em DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s minimal
essential medium). Para a cultura celular, 5 x10° células foram plaqueadas por
poco. As células ndo aderentes foram removidas 4 horas apos o plaqueamento. O
meio DMEM foi utilizado como controle negativo. Os macrofagos forma estimulados
com LPS (20 ng/poco) e com IFN-y (20 ng/poco) por 24 horas a 37 °C, 5% de CO,.
Os sobrenadantes de cultura foram coletados 24 horas depois. As concentracdes de
IL-12p70 foram mensuradas por ELISA.

4.12. Separacao de linfécitos intraepiteliais e de leucocitos da
lamina propria

O intestino delgado e grosso foram cuidadosamente removidos, retirando o
tecido adiposo aderido. Posteriormente, esses foram abertos longitudinalmente e
lavados cuidadosamente com solucdo de HBSS 1x, em um papel filtro, para

remocao das fezes e das placas de Peyer. O intestino foi, entdo, picotado em
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pequenos pedacos de 0,5 cm e colocado sob agitacao lenta. A solucdo de HBSS 1X
foi trocada 4X apoés intervalo de 15 minutos cada, para limpeza dos tecidos. Os
linfécitos intraepiteliais bem como as células epiteliais foram removidas apos
incubacdo em uma solucdo de HBSS 1x com acréscimo de 1mm de DTT por 30
minutos a 37°C em agitacdo lenta. O procedimento foi repetido 2 vezes. O tecido
restante apds a separacao dos linfécitos intraepiteliais foi incubado por 1 hora a
37°C com colagenase tipo 2 (100U/mg) para separacdo das células da lamina
propria. O procedimento foi repetido 2 vezes e a cada etapa, o sobrenadante foi
recolhido. As células foram lavadas, contadas e submetidas a marcacéao celular por

citometria de fluxo (Davies e Parrott, 1981).

4.13. Preparacéo de extratos de tecidos

Amostras do intestino delgado, jejuno proximal, jejuno distal, ileo e cdlon
foram pesadas e adicionados 1mL de solucdo tampé&o contendo 0,05% de Tween-
20, 0,1 mM de PMSF, 0,1 mM de cloreto benzotonio, 10 mM de EDTA e 20 KIU de
aprotinina A para cada 100 mg de tecido. As amostras foram trituradas com um
homogeneizador e centrifugadas a 12.000g durante 10 minutos, a 4°C . As amostras

foram mantidas a - 20°C para posterior dosagem de citocinas por ELISA.

4.14. Medida da producéao de citocinas por ELISA

Os niveis de IL-4, IL-5, IL-10, TGF-B, IFN-y, IL-6 e IL-17A foram determinados
nos extratos de tecidos por ELISA (Maron et al., 1999). Para tal, utilizou-se
anticorpos monoclonais (BD Pharmingen, San Diego, CA, EUA) anti-IL-6, anti-TNF-
o, anti-IL-4, anti-IL5, anti-IL10, anti-TGF-B, anti- IFN-y ou anti-IL-17 murinos. Apés
18 horas de incubacédo a 4°C as placas (NUNC) foram lavadas com salina acrescida
de 0,05% de Tween-20 e bloqueadas com PBS a 0,5% de caseina. Apés 1 hora de
incubacdo a temperatura ambiente, os extratos de tecido foram adicionados as
placas e as mesmas foram incubadas overnight a 37°C. Apds esse periodo, as
placas foram lavadas novamente com salina com 0,05% de Tween-20 e
posteriormente foi adicionado anticorpos monoclonais (Pharmingem) conjugados

com biotina especificos para as citocinas em questdo. Apds 2 horas de incubacdo,
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as placas foram novamente lavadas e incubadas com estreptavidina conjugada com
peroxidase (Sigma, St. Louis, Missouri) diluida 1:15000 vezes em PBS contendo
0,5% caseina durante uma hora a 37°C. Finalmente, a revelagao foi feita através da
incubacdo de uma solucao de citrato de sodio pH 4,5 acrescida de OPD e H,0, 30
volumes como substrato. As placas foram incubadas por aproximadamente 20
minutos ao abrigo da luz. A reacdo foi interrompida com uma solucdo de acido
sulfirico 2N e a leitura foi realizada em leitor de ELISA automético usando o
comprimento de onda de 492nm. As reagdes de ELISA tiveram como controle

positivo citocinas recombinantes de camundongo (RD Systems).

4.15. Determinacdao de IgM, IgA, IgG séricas e de IgA secretoria

Os titulos de anticorpos no soro e nas fezes foram medidos por ELISA. As
placas de poliestireno foram incubadas com solucdo de tampéo carbonato pH=9,6
contendo anticorpo de cabra anti-imunoglobulinas totais de camundongos (Southern
Biotechnology, Birmingman, AL) na concentragdo de 1upg/mL por, no minimo, 18
horas a 4°C. O bloqueio foi feito com uma solugao de PBS-0,5% caseina por uma
hora a temperatura ambiente (200 pl/poco). Posteriormente, as placas foram
lavadas com solucdo salina-0,05%Tween por duas vezes. Os soros foram
incubados em diluicdo seriada (1:2) em PBS-0,5% caseina, durante uma hora a
37°C. Na seqliéncia, as placas foram novamente lavadas. Anticorpos de cabra anti-
lg, 1gG, IgM ou IgA de camundongo conjugados com biotina (Southern
Biotechnology, Birmingman, AL) e diluidos (1:5000) em PBS - 0,5% caseina foram
adicionados aos pocos (100 uL/pogo) durante uma hora a 37°C. As placas foram
novamente lavadas e incubadas com uma solucdo de estreptavidina ligada a
peroxidase (Sigma, St. Louis, Missouri) diluida 1:15000 vezes em PBS-0,5%
caseina durante uma hora a 37°C. Finalmente, a revelagao do complexo anticorpo-
anticorpo-conjugado foi feito utilizando a H,O, como substrato e orto
fenilenediamina (OPD) como reagente de cor. Essa solucao foi diluida em tampéao
citrato, adicionada a placa (100 ul/ pogo) e incubada por aproximadamente 20
minutos ao abrigo da luz. A reagédo foi interrompida com solu¢do de acido sulfdrico
(20ul/poco) e a leitura realizada em leitor de ELISA automatico (Bio-Rad Model 450

Microplate Reader), em 492 nm.
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4.16. Citometria de fluxo

Células isoladas dos 6rgdos (1 x 10° foram plaqueadas e em seguida,
adicionados 25ul por poco do coquetel de anticorpos monoclonais anti-marcadores
fenotipicos conjugados com FITC (fluoresceina), PE (ficoeritrina), Cy5 (Cy-chrome)
ou PerCP Cy5.5. Os anticorpos utilizados estdo relacionados na tabela abaixo. As
células foram incubadas por 30 minutos a 4°C, no escuro. Posteriormente, as
células foram lavadas com 100ul por poco de PBS-BSA-NaN;3 e centrifugadas a
1200 rpm por 10 min. O sobrenadante foi descartado e, entdo, o procedimento de
lavagem foi novamente repetido. Posteriormente, as células marcadas com
anticorpo biotina foram submetidas a uma nova incubagdo com estreptavidina e
lavadas conforme descrito. Finalmente, as células marcadas foram ressuspendidas
em 200ul de solucéo fixadora (0,5% de formaldeido em PBS1X) e mantidas a 4°C,
no escuro até o dia seguinte. A leitura foi feita usando o FACScan (Beckton
Dickinson, Mountain View, Califérnia). Leu-se 30.000 eventos na regido de linfécitos

ou 150.000 eventos totais para analise de células dendriticas.

Tabela 7: Anticorpos utilizados nos experimentos

Parte |

Marcacdo FITC PE Cy5.5 PerCP Biotina Streptavidina
Cy5.5

IEL Thyl.2 TCR S X X TCR op Cy5.5
LP CD4 CD44 X CD69 X X
T ativado
LP CD25  Foxp3 CD4 X X X
Treg
LP CD4 CD25 X X LAP Cy5.5
LAP
B CD5 X CD19 X X X
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Parte Il

Marcacao FITC PE Cy5.5 PerCP Cy5.5 Biotina Streptavidina
Treg/T efetor CD4 CD45RB X CD25 X X

LAP CD4 CD25 X X LAP Cy5.5

T ativado CD4 CD44 X X X X

CD80 CDl1llc CD80 X CD11b X X

CD86 CDl1llc CD86 X CD11b X X

CD40 CDl1llc CD40 X CD11b X X
CD103 CDllc X X CD11b CD103 PE
TLR4 CDl1llc TLR4 X CD11b X X

TLR2 CDllc TLR2 X CD11b X X

4.17. Andlise da citometria de fluxo

A andlise da citometria de fluxo foi feita no programa FlowJo. Inicialmente, a

regido de linfécitos ou de células mieldides foi delimitada por tamanho e

granulosidade (FSC-H X SSC-H). Dentro dessas regifes, selecionamos a regido

positiva de linfécitos marcados com CD4" ou CD19" ou de células dendriticas

(CD11c", CD11b’). A populagéo positiva dos demais marcadores foi selecionada em

conjunto com os marcadores principais acima descritos (regidao duplo positiva) ou

dentro da regido selecionada anteriormente.

estratégias de analise estéo ilustrados nas figura a seguir.

Dot plots

representativos das
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Figura 4: Estratégia de analise de linfocitos e células dendriticas por citometria de fluxo.
Analise realizada no programa FlowJo. Perfil celular de tamanho e granulosidade (FSC vs SSC) onde
foi selecionada a regido correspondente & populacédo de linfécitos e posteriormente as células CD4"
foram selecionadas (a). Perfil celular de tamanho e granulosidade (FSC vs SSC) onde foi
selecionada a regido correspondente a populacdo de células mielbides e, posteriormente, as células
CD11c’CD11b foram também selecionadas (b).

4.18. Inducao de tolerancia oral

A tolerancia oral a Ovalbumina (Ova) foi induzida em camundongos IL-10-/- e
controles com 16 semanas de idade. Esses receberam 20mg de Ova por gavagem
(intubacédo gastrica) ou uma solucdo de ovalbumina diluida na agua de beber
durante 3 dias consecutivos (a ingestdo final foi de 20 mg). Os grupos controles
receberam agua por via oral. Sete dias apds o tratamento oral, os animais foram
sensibilizados com uma injecdo intraperitoneal de 0,2 mL de solucdo salina
contendo 10 mg de Ova adsorvida em 1 mg de hidroxido de aluminio. Quatorze dias

depois, os animais receberam a mesma dose de Ova em PBS.

4.19. Teste de permeabilidade intestinal

Os camundongos foram previamente tratados com L. lactis ou L. lactis

produtor de Hsp65. O grupo controle recebeu somente agua por via oral. Apos 10
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dias de intervalo, os camundongos receberam DSS por via oral, durante 3 dias. No
dia seguinte, os animais receberam 0,1mL de solucdo de DTPA marcado com 18,5
MBq de **"Tc por gavagem, para avaliacdo da permeabilidade intestinal. O padrdo
de dose que corresponde a aliquota de igual volume de *™Tc-DTPA oferecido aos
animais foi utilizado para a determinacdo da radioatividade no mesmo tempo dos
demais tubos. Os camundongos foram eutanasiados 6 horas apos o procedimento
supracitado, para a retirada de 500 yL de sangue a partir da aorta abdominal. O
sangue foi posteriormente submetido a contagem da radioatividade. Os resultados
obtidos foram comparados com o padrao da dose e calculados em percentual da

dose de acordo com a seguinte formula:
% dose = [(CPM do sangue*100)/CPM do padrédo de dose]

4.20. Ensaio reporter luciferase

Células HEK 293 (ATCC, Rockville, MD) foram cultivadas em meio
Dulbecco’s modified Eagle’s (ATCC, Rockville, MD) suplementado com 10% de soro
bovino fetal. As células foram colocadas em placas de 24 pocos de cultura de
tecidos (10° células / poco) e mantidas no meio acima mencionado por 24h. As
células foram transfectadas com o polyethylenimine (PEI) com 1 mg de pcDNA3 do
TLR correspondente cDNA ou DNA do vetor (pcDNA3, Invitrogen, Inc.) e 200 ng de
plasmideo NF-kB-Luc contendo o gene sintético firefly luc2 (Photinius pyralis) sob o
controle de NF-xB. Todas as células também foram transfectadas com 50 ng de
PRL-TK plasmideo controle expressando constitutivamente o gene Renilla hRluc
(Reniformis renilla) luciferase para normalizar a eficiéncia de transfeccdo. Apds a
transfeccéo, as células foram mantidas em meio Dulbecco suplementado com 1%
de soro bovino fetal overnight. No dia seguinte, as células foram incubadas ou néo
com o0 agonista indicado ou com o sobrenadante da cultura de L. lactis ou de L.
lactis produtor de Hsp65 por 6 horas a 37°C CO, / 5%. Apés o periodo de
incubacéo, as ceélulas foram ressuspendidas em tampéao de lise e analisadas para a
atividade de luciferase, conforme determinado pelo protocolo do fabricante Dual-
luciferase ® System Assay Reporter (Pomega, Madison, WI, EUA). 5 mL de lisado
de células foi adicionado a 45 mL de luciferase Assay Reagente Il (Promega) e a

luminescéncia (FLUC) foi quantificada por luminémetro (LumiCount ™-Packard). Em
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seguida, foi adicionado 45 mL Stop & Glo Reagente e, mais uma vez, a

luminescéncia foi quantificada por luminémetro (RLuc).

4.21. Analise estatistica

As medidas realizadas foram comparadas, estatisticamente, através da analise
de variancia (ANOVA), utilizando o teste de Tukey para calcular a significancia entre os
grupos. O Teste t de Student foi também utilizado para comparacgfes entre dois grupos

experimentais.
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5. RESULTADOS
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5. Resultados- Parte |

Alterac@es imunolégicas em camundongos deficientes para IL-10

5.1. Caracterizacdo da colite durante o curso da inflamacéo
intestinal em camundongos IL-10-/-

Os indices macroscopico e histologico da mucosa do colon de camundongos
deficientes em IL-10 e controles foram avaliados com 6, 10 e 16 semanas de idade.
Camundongos IL-10-/- com 6 semanas de idade n&o apresentaram sinais
macroscopicos de colite nem de inflamacdo na mucosa do célon proximal. J& com
10 semanas de idade, camundongos deficientes em IL-10 apresentaram uma colite
moderada, sendo que a gravidade da doenca atinge um plateau com 16 semanas
de idade. O indice macroscépico ndo aumentou apds o estabelecimento da doenca
uma vez que camundongos IL-10-/- com 10 ou 16 semanas apresentam indices

semelhantes (Figuras 5 e 6).

5.2. Morfologia do intestino delgado e perfil dos linfécitos
intraepiteliais em camundongos deficientes para IL-10

Uma vez que camundongos deficientes para IL-10 podem apresentar focos
de inflamacdo em areas do intestino delgado e ndo somente no intestino grosso
(Kuhn et al., 1993), no6s avaliamos histologicamente as seguintes porcfes do
intestino delgado: duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo. Somente
camundongos deficientes em IL-10 com 16 semanas de idade apresentaram
inflamacé&o na porcdo do jejuno proximal mas ndo nas outras porcfes analisadas.
Além disso, esses animais tiveram a razdo vilo/cripta alterada devido ao
encurtamento do vilo. Em camundongos IL-10 com 6 semanas de idade também
houve uma menor razéo vilo/cripta, mas desta vez, devido ao aumento do tamanho
da cripta.

Apés observarmos modificacbes na mucosa do intestino delgado de
camundongos deficientes em IL-10 com 16 semanas, nos analisamos o perfil dos

linfocitos intraepiteliais (IEL). Os IELs estdo envolvidos na manutencdo da
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integridade das células epiteliais (Lambolez et al., 2007). A frequéncia de IELs
TCRaf e TCRys foi analisada por citometria de fluxo. Nos utilizamos o Thy 1.2 como
marcador para discriminar os IELs ativados. O Thy 1.2 (CD90) é uma proteina de
superficie celular abundante em timd4citos de camundongo e em células T
periféricas. Thy 1.2 participa da ativacdo e recrutamento de linfocitos (Crawford e
Barton, 1986). Camundongos deficientes em IL-10 possuem porcentagem reduzida
de linfocitos yd ativados enquanto nenhuma alteracdo foi observada na populagéo

de linfocitos af.

56



129 Sv/Ev IL-10-/- IL-10-/- IL-10-/-
controle 5 6 semanas c 10 semanas b 16 semanas

Intestino
grosso

Intestino
delgado

Figura 5: Histopatologia das alterag8es intestinais em camundongos deficientes em IL-10.

A- Histologia da porcdo proximal do célon representativa de camundongos 129 Sv/Ev (controles). B- célon proximal de IL-10-/- com 6 semanas de idade.
Camada mucosa e submucosa semelhante a de animais 129 Sv/Ev. C- Célon proximal de IL-10-/- com 10 semanas. Infiltracdo multifocal de leucécitos na
camada mucosa e submucosa. D- coélon proximal de IL-10-/- com 16 semanas. Inflamag&o transmural atinge a camada muscular. E- jejuno proximal
representativo de 129 Sv/Ev. F- jejuno proximal de IL-10-/- com 6 semanas de idade. G- jejuno proximal de IL-10-/- com 10 semanas de idade. H- jejuno
proximal de IL-10-/- com 16 semanas de idade. Lamina propria do vilo com infiltragéo celular (asterisco). Laminas histoldgicas coradas em H&E, aumento de
100X.
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Figura 6: indice inflamatério e perfil de linfécitos intraepiteliais.

A- indice macroscdépico de camundongos deficientes em IL-10-/- com 6, 10 e 16 semanas de idade e
129 Sv/Ev (controle). B- indice histolégico de camundongos deficientes em IL-10-/- com 6, 10 e 16
semanas de idade e 129 Sv/Ev (controle). N.d., ndo detectado. C- Raz&o vilo/cripta de camundongos
IL-10-/- com 6 e 16 semanas de idade e controles. Barras representam a média e o erro padréo,
n=5/grupo. Letras representam diferenca entre os grupos no mesmo segmento do intestino (p<0,05).
D- Andlise por citometria de fluxo da frequéncia de IELs isolados de camundongos IL-10-/- e
controles com 16 semanas de idade marcados com anticorpos fluorescentes para TCRy3, TCRap e
Thy 1.2. Barras representam a média e o erro padrdo da amostra, n=3/grupo. Asteriscos
representam diferenca entre os grupos (p<0,05).
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5.3. Camundongos deficientes em IL-10 possuem frequéncia
reduzida de linfocitos T reguladores no intestino

Posteriormente, nés avaliamos o perfil dos linfocitos presentes na lamina
propria do intestino delgado e grosso de camundongos deficientes em IL-10. O
CD44 e o CD69 foram utilizados como marcadores de ativacao de linfécitos tardia e
recente, respectivamente. O CD44" é uma glicoproteina de superficie celular
envolvida na interacdo célula-célula, na migracdo e adesdo celular. O &cido
hialurénico € o principal ligante para CD44". Apds estimulagdo antigénica, os
linfécitos T ativados passam a expressar grande quantidade de CD44. A alta
expressdo dessa molécula apés a ativacao permite que os linfécitos migrem para o
sitio da inflamacdo (Goodison et al., 1999). O CD69 é uma glicoproteina
rapidamente induzida apos a ativacao de linfécitos. A ativacdo da proteina quinase
(PKC) pela estimulacdo do TCR/CD3 direciona a inducdo de CD69 em células T
(Testi et al., 1994). Conforme mostrado na figura 7, camundongos IL-10-/- com 6 e
16 semanas de idade apresentaram aumento de células T CD4°CD44" na lamina
propria do intestino grosso mas nao no intestino delgado. Também nédo foram
encontradas diferencas em linfécitos CD69" na lamina propria do intestino delgado e
grosso em IL-10-/- com 6 e 16 semanas de idade. No entanto, a frequéncia de
linfécitos recentemente ativados aumenta com a idade tanto em camundongos
deficientes para IL-10 quanto nos controles (129 Sv/Ev). Na caracterizacdo de
células reguladoras do intestino delgado e grosso utilizamos as moléculas LAP
(TGF-B de membrana) e o fator de transcricdo Foxp3. Camundongos deficientes em
IL-10 com 6 semanas de idade apresentaram frequéncia reduzida de células T
CD4'CD25'Foxp3 positivas no intestino grosso mas ndo de células T
CD4'CD25'LAP" enquanto nenhuma diferenca foi encontrada no intestino delgado.
A frequéncia de células T reguladoras CD4'CD25'LAP" foi reduzida no intestino
delgado e grosso de camundongos deficientes em IL-10 com colite grave (16
semanas de idade). Além disso, assim como os linfécitos T CD69*, as células T
CD4'CD25'LAP" também aumentaram com a idade em camundongos controles
(129 Sv/Ev).
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Figura 7: Perfil de linfécitos T na lamina propria do intestino delgado e grosso de
camundongos IL-10-/- durante o curso da inflamagao intestinal.

Células da lamina propria de camundongos IL-10-/- e controles com 6 e 16 semanas de idade foram
obtidas através da extracdo com colagenase e submetidas a citometria de fluxo. A frequéncia de
linfocitos T CD4'CD44" (a), CD4'CD69" (b), CD4'CD25Foxp3* (c) e CD4'CD25'LAP" (d) foram
determinadas no gate de linfocitos T CD4". Barras representam a média e o erro padréo, n=4/grupo.
Letras representam diferenca entre os grupos na mesma porc¢édo analisada (p<0,05).
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5.4. AlteragcOes na secrecdo de citocinas no intestino delgado e
grosso de camundongos IL-10-/-

Camundongos deficientes em IL-10 com 6 semanas de idade apresentaram
aumento dos niveis da citocina pro-inflamatoria IL-17A somente no colon. Os niveis
das citocinas IFN-y e TGF-B n&o foram alteradas em nenhuma porcéo intestinal
nessa idade. Ja com 10 semanas de idade, camundongos IL-10-/- apresentaram
niveis reduzidos de IL-17A no duodeno e aumento na producao de TGF-B no célon.
Com a gravidade da doenca, camundongos deficientes em IL-10 passam a ter

aumento na producao de IFN-y no célon e de TGF-B no jejuno proximal.
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Figura 8: Perfil de citocinas na mucosa intestinal durante o curso da inflamac&o intestinal esponténea.

O intestino de camundongos IL-10-/- com 6, 10 e 16 semanas de idade foram removidos, separados em por¢des intestinais (duodeno, jejuno proximal,
jejuno distal, ileo e coélon), pesados e e homogeneizados em um tampao. IFN-y (a), IL-17A (b) e TGF-B (c) foram mensurados por ELISA. n=5/grupo.
Asteriscos representam diferenca entre os grupos no mesmo segmento intestinal (p<0,05). D- duodeno, JP- jejuno proximal, JD- jejuno distal, I- ileo, C-

colon.
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5.5. A frequéncia de linfécitos B1 aumenta no peritdbnio e lamina
propria de camundongos IL-10-/- com colite

Uma vez que a citocina IL-10 é um potente estimulante da diferenciacdo de
células B, da secrecdo de imunoglobulinas e geracdo de células B1 (Skeen et al.,
1996), nosso préximo passo foi investigar o impacto da auséncia da IL-10 e
inflamacédo na populacdo de células B e na producdo de imunoglobulinas. N&o
houveram mudancas na frequéncia de células B CD19" no baco, periténio e lamina
propria mas a frequéncia dessas células estava reduzida na medula éssea. Ja os
linfocitos B1 (CD19°CD5") aumentaram no peritdnio, placa de Peyer e lamina
propria tanto do intestino delgado quanto do intestino grosso em camundongos

deficientes em IL-10 com 16 semanas de idade.

5.6. Os niveis de imunoglobulinas séricas se alteram durante o
curso da doenca em camundongos IL-10-/-

A mensuracdo das imunoglobulinas séricas totais foi realizada em
camundongos deficientes em IL-10 desde o desmame até 16 semanas de idade. Os
niveis de IgG, IgM, IgA e IgE foram similares em camundongos IL-10-/- e controles
com 4 semanas de idade. Com 6 semanas de idade, houve um aumento nos niveis
séricos da imunoglobulina IgM enquanto nenhuma mudanca foi detectada para 1gG,
IgA e IgE. Porém, camundongos IL-10-/- com 10 semanas de idade apresentam
aumento nos niveis de IgG enquanto que com 16 semanas, houve um aumento

pronunciado nos niveis de IgA sérica.
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Figura 9: Células B e isotipo de imunoglobulinas durante o desenvolvimento da enterocolite.
Células do baco (B), medula 6ssea (M), peritdnio (PT), placa de Peyer (PP), lamina propria (LP) do
intestino delgado e grosso foram obtidas de camundongos com 16 semanas de idade. A frequéncia
de células B positivas (CD19") (a) ou CD19°CD5" (b) foram obtidas do gate de linfécitos ou na
populacdo CD19", respectivamente. Barras representam a média e o erro padrdo, n=4/grupo.
Asteriscos representam diferenca entre grupos (p<0,05). O soro de camundongos IL-10-/- ou
controles com 4, 6, 10 ou 16 semanas de idade foram coletados e os niveis de IgG (c), IgM (d), IgA
(e) e IgE (f) foram medidos por ELISA. Barras representam a média e o erro padrdo, n=5/grupo.
Letras representam diferenca entre os grupos (p<0,05).
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5.7. Camundongos deficientes em IL-10 com inflamacao
estabelecida na mucosa podem se tornar tolerantes somente por
ingestéo voluntaria

Por fim, nés testamos o impacto da inflamac&o na mucosa de camundongos
deficientes para IL-10 nas duas maiores atividades imunolégicas que acontecem na
mucosa intestinal: a producédo de IgA secretdria e a inducao de tolerancia oral. A
concentracdo de IgA secretéria foi medida nas fezes. De forma similar aos trabalhos
descritos na literatura (Kuhn et al., 1993; Berg et al., 1996), camundongos
deficientes em IL-10 apresentam aumento de sIgA com 10 semanas de idade mas
ndo antes do estabelecimento da doenca (com 4 e 6 semanas de idade). Além
disso, notamos que os niveis de sIgA ndo estavam alterados em camundongos IL-
10-/- com inflamagéo grave (16 semanas de idade). Para testar a indugdo de
tolerancia oral, os camundongos receberam 20mg de ovalbumina (Ova) por
administracdo intragastrica (gavagem) ou por ingestdo voluntaria em uma solugao
contendo 4mg/mL de Ova, como Unica fonte liquida. Sete dias ap6s o tratamento
oral, eles foram imunizados intraperitonealmente com o mesmo antigeno em
adjuvante. Os niveis de IgE anti-Ova estavam reduzidos em camundongos controles
(129 Sv/Ev) e em camundongos deficientes em IL-10 que receberam tratamento oral
com Ova, tanto por ingestao voluntaria como por gavagem, quando comparados aos
animais do grupo imunizado. No entanto, os camundongos deficientes para IL-10
tornaram-se tolerantes para a producéo de IgG1 anti-ova somente quando tratados

com ovalbumina por ingestéo voluntaria, mas nao por gavagem (Anexo 3).
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Figura 10: IgA secretoria e tolerancia oral.

Fezes intestinais de camundongos com 4, 6, 10 ou 16 semanas de idade foram coletadas e a sIgA
total (a) foi medida por ELISA. Camundongos IL-10-/- ou controles com 16 semanas de idade
receberam ovalbumina por gavagem ou ingestao voluntéria durante 3 dias consecutivos. Sete dias
depois, os camundongos foram imunizados com uma injecdo intraperitoneal de 0,2 ml de salina
contendo 10 microgramas de Ova adsorvida em 1mg de hidréxido de aluminio. Quatorze dias depois,
0s animais receberam a mesma dose de Ova diluida em PBS, em injec&o intraperitoneal. Os animais
controles receberam 0,2mL de salina. Os anticorpos IgE e IgG1 anti-Ova (b) foram medidos por

ELISA. Barras representam a média e o erro padrdo, n=5/grupo. Letras representam diferenca entre
0s grupos (p<0,05).
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5. Resultados - Parte |l
Efeito das dietas livres de proteinas inteiras na colite ulcerativa

5.8. Perfil de células apresentadoras de antigeno em animais
alimentados com dieta isenta de proteinas inteiras desde o
desmame

Dados obtidos anteriormente em nosso laboratério mostraram que a auséncia
das proteinas da dieta resulta em um efeito inibitorio na ativacao imunolégica local e
sistémica, impedindo o processo normal de maturacéo do sistema imune e afetando
varias atividades imunologicas. Os animais alimentados com dieta isenta de
proteinas apresentam um perfil Th2 sendo detectados altos niveis de IL-4 e IL-10 no
baco (Menezes e cols., 2003). Nos perguntamos se as células apresentadoras de
antigeno (APCs) estariam afetadas pela retirada das proteinas alimentares.
Decidimos medir a producdo de IL-12 em macrofagos ja que essa citocina esta
envolvida na diferenciacdo de células T naive em células Thl produtoras de IFN-y e
0s niveis dessa citocina encontraram-se reduzidos em animais alimentados com
dieta isenta de proteinas inteiras. Camundongos C57BL/6 e BALB/c receberam
desde o desmame (3 semanas de idade) até completarem 8 semanas de idade uma
dieta controle contendo caseina (Cas) como fonte protéica ou uma dieta
experimental em que a caseina foi substituida pelos aminoacidos livres que compde
a molécula de caseina. Essa dieta livre de proteinas inteiras foi denominada
Aminoacido (Aa). Macrofagos isolados da cavidade peritoneal dos animais foram
estimulados in vitro com IFN-y e LPS. Os niveis de IL-12p70 foram detectados por
ELISA nos sobrenadantes de cultura. Conforme mostrado na figura a seguir,
camundongos BALB/c e C57BL/6 que receberam dieta isenta de proteinas inteiras
desde o desmame apresentam uma dramatica reducdo nos niveis de IL-12 quando
comparado a animais controles. Além disso, os niveis de IL-12 nesses animais
foram similares aos encontrados em animais neonatos. Dessa forma, a auséncia de

proteinas alimentares afeta a capacidade de APCs em produzir IL-12 (Anexo 2).
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Figura 11: Produgéo de IL-12p70 em macrofagos de camundongos alimentados com dieta de
aminoécidos.

Camundongos BALB/c e C57BL/6 receberam desde o desmame até 8 semanas de idade uma dieta
AIN93G contendo caseina (Cas) ou aminoacidos livres (Aa). Camundongos BALB/c neonatos foram
utilizados para comparacéo (a). Macrofagos isolados da cavidade peritoneal dos camundongos foram
estimulados in vitro com LPS (20 ng/pogo) mais INF-y (20 ng/poc¢o). Sobrenadantes foram coletados
24 horas depois e a produgdo de IL-12 foi medida por ELISA. N.d., ndo detectado. Barras

representam a média e o erro padréo, n=5/grupo. Letras diferentes mostram diferencas entre grupos
(p<0,05).
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5.9. Dieta de aminoéacidos livres agrava a colite experimental em
camundongos

Nossa primeira estratégia de imuno-modulacdo para o tratamento das
doencas inflamatérias intestinais (DIIs) consistiu da retirada de proteinas inteiras da
dieta. Uma vez que modelo de colite induzida por DSS, as células apresentadoras
de antigeno apresentam papel crucial na iniciacdo da inflamacéo intestinal e a
citocina IL-12 é relevante nessa etapa, nosso dado anterior endossa a utilizagdo de
dieta contendo aminoacidos livres na prevencao da colite.

Os camundongos receberam as dietas experimentais por duas semanas.
Iniciamos a introducdo da nova dieta na semana anterior a inducédo de colite por
DSS. Isso foi feito tendo em vista que o padrdo alimentar é modificado pela
introducéo de novas dietas. Os animais de ambos grupos ingeriram as mesmas
guantidades de dieta, conforme descrito em outros estudos do laboratério (dados
nao mostrados). Os camundongos que receberam dieta contendo aminoacidos
livres apresentaram menor comprimento do célon quando comparado aos animais
gue receberam dieta contendo proteinas inteiras. O indice macroscépico inclui a
porcentagem de perda de peso, diarréia e sangramento retal. Esse nao diferiu entre
0S grupos apesar da perda de peso em camundongos que ingeriram Aa ter sido
maior. No entanto, a andlise histoldgica revelou que camundongos do grupo Aa
apresentaram uma maior perda da arquitetura da mucosa e um extenso infiltrado
inflamatério. O indice histolégico confirmou o agravamento da colite nos animais

gue ingerirem aminoacidos livres.
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Figura 12: indices macroscépico e histolégico de camundongos com colite tratados com dieta
contendo aminoécidos livres.

Camundongos C57BL/6 com aproximadamente 18 gramas receberam por 2 semanas dieta AIN93G
contendo caseina (Cas) ou aminoacidos livres (Aa) em substituicdo a caseina. Na segunda semana
de ingestdo das dietas, a colite foi induzida com DSS a 2% diluido em 4gua durante 7 dias (a).
Comprimento do célon aferido com uma régua (medido em cm do ceco a por¢éo terminal do cdélon)
(b), indice macroscopico da colite (¢) , % de perda de peso (d) indice histologico (e). Barras
representam a média e o erro padrdo, n=5/grupo. Cortes histoldgicos representativos do grupos
caseina (f), Aminoacido (g). As laminas histolégicas foram coradas em H&E, aumento de 40x.
Circulos mostram as criptas da camada mucosa (M). As setas apontam para o infiltrado inflamat6rio
nas camadas mucosa (M) e submucosa (SM) dos camundongos. ML, camada muscular. Asterisco
indica diferenca entre grupos (p<0,05).
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5.10. Dieta de aminoacidos livres reduz hemoglobina sérica de
camundongos com colite

Para averiguar os possiveis efeitos da dieta com aminoacidos no estado
nutricional dos camundongos submetidos ao protocolo de inducdo de colite,
realizamos as dosagens de albumina, proteinas séricas totais e hemoglobina no
sangue. Os camundongos que receberam dieta com aminoacidos livres
apresentaram reducédo na concentracdo de hemoglobina mas néo de albumina e

proteinas séricas totais.

Tabela 8: Dosagens de albumina, proteinas séricas totais e hemoglobina em

camundongos tratados com dieta isenta de proteinas inteiras

Caseina Aminoéacido

Albumina (mg/dL) 64+£23 46zx24
Proteinas séricas totais (mg/dL) 15,3+2,4 142+29
Hemoglobina (mg/dL) 515+1,0 3,7+0,7*

Média + Desvio padrdo da amostra

5.11. Dieta de aminoacidos livres reduz IgA secretéria em
camundongos com colite

Posteriormente, nos perguntamos se 0 agravamento da colite pela retirada de
proteinas da dieta ndo estava relacionado a alteracBes na IgA secretoria. A slga
estd envolvida em diversos eventos imuno-moduladores na mucosa e seu papel
protetor ja foi evidenciado no modelo de colite por DSS (Murthy et al., 2006; Suzuki
e Fagarasan, 2008). De fato, a retirada de proteinas inteiras da dieta levou a uma

reducdo nos niveis de sIgA no colon de camundongos com colite.
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Figura 13: slgA de camundongos com colite tratados com dieta contendo aminoéacidos livres.
Camundongos C57BL/6 com aproximadamente 18 gramas receberam por 2 semanas dieta AIN93G
contendo caseina (Cas) ou aminoacidos livres (Aa) em substituicdo a caseina. Na segunda semana
de ingestdo das dietas, a colite foi induzida com DSS a 2% diluido em &gua durante 7 dias. IgA
secretdria mensurada por ELISA nas fezes dos camundongos com colite. Barras representam a
média e o erro padrdo, n=5/grupo. Asterisco indica diferenca entre grupos (p<0,05).

5.12. Dieta contendo di-tripeptideos reduz a perda de peso mas nao
a inflamacao intestinal

Uma vez a dieta com aminoacidos livres agravou a colite experimental dos
camundongos com reducdo da IgA secretdria, decidimos testar uma dieta contendo
di-tripeptideos que podem ser mais facilmente absorvidos pela mucosa intestinal.
Utilizamos o mesmo desenho experimental realizado com a dieta contendo
aminoécidos livres. Conforme observado na figura 14, a dieta contendo di-
tripeptideos ndo melhorou nem o comprimento do célon nem o indice macroscopico
de inflamacédo. No entanto, a porcentagem de perda de peso foi menor nos animais
qgue ingerirem di-tripeptideos. Apesar disso, ndo houve melhora na inflamacéo do
colon e o indice histologico foi semelhante entre os grupos.
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Figura 14: indices macroscépico e histoldgico de camundongos com colite tratados com dieta
contendo di-tripeptideos.

Camundongos C57BL/6 com aproximadamente 18 gramas receberam por 2 semanas dieta AIN93G
contendo proteina do soro do leite (CT) ou amino&cidos livres (Aa) em substituicdo a caseina. Na
segunda semana de ingestdo das dietas, a colite foi induzida com DSS a 2% diluido em agua
durante 7 dias (a). Comprimento do c6lon aferido com uma régua (medido em cm do ceco a porgdo
terminal do célon) (b), indice macroscépico da colite (c) , % de perda de peso (d) indice histologico
(e). Barras representam a média e o erro padréo, n=5/grupo. Cortes histolégicos representativos do
grupos CT (proteina do soro do leite) (f), di-tripeptideos (hidrolisado do soro do leite) (g). As laminas
histologicas foram coradas em H&E, aumento de 40x. As setas apontam para o infiltrado inflamatério
nas camadas mucosa (M) e submucosa (SM) dos camundongos. ML, camada muscular. Asterisco
indica diferenca entre grupos (p<0,05).
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5. Resultados - parte lll
Lactococcus lactis produtor de Hsp65 modula colite murina

5.13. L. lactis produtor de Hsp65 melhora inflamagcdo aguda
induzida por DSS

Camundongos C57BL/6 foram divididos em 4 grupos experimentais. No
primeiro grupo, os camundongos C57BL/6 ndo foram manipulados, sendo o grupo
denominado controle (CT). No segundo grupo, a colite foi induzida pela
administracdo de DSS mas os animais ndo receberam tratamento oral prévio,
ingerindo somente agua (grupo H,O+DSS). Esse grupo foi denominado colite. O
terceiro grupo de animais recebeu tratamento oral com o Lactococcus lactis
contendo o plasmideo vazio e a colite também foi induzida pela administracdo de
DSS (grupo L. lactis+DSS). O ultimo grupo recebeu tratamento oral prévio com
Lactococcus lactis produtor de Hsp65 e a colite também foi induzida (grupo L. lactis
Hsp65+DSS). Os animais tratados previamente receberam o L. lactis contendo o
plasmideo vazio ou L. lactis produtor de Hsp65 por 4 dias consecutivos. Dez dias
apos o ultimo dia de tratamento oral, os camundongos receberam DSS diluido na
agua de beber por 7 dias conforme ilustrado no esquema da Figura 15. Houve uma
reducdo no comprimento do coélon de camundongos que receberam DSS quando
comparados aos animais ndo manipulados (grupo controle). Essa reducdo nao
ocorreu nos camundongos tratados previamente com L. lactis produtor de Hsp65,
estando o comprimento do célon nesses camundongos similar ao de camundongo
do grupo controle (figura 15b). Conforme apresentado na figura 15c, enquanto
camundongos dos grupos colite e L. lactis+DSS apresentaram indice em torno de 4
e 6, respectivamente, os camundongos tratados com L. lactis Hsp65 tiveram indice
em torno de 1. Posteriormente, avaliamos a histologia da porgéo distal do colon,
porcdo mais usualmente comprometida nesse modelo de colite. Novamente, os
camundongos que receberam agua ou L. lactis anteriormente a inducdo de colite
apresentaram inflamacéo evidente na mucosa e submucosa colonica (figuras f e g)
engquanto que camundongos tratados previamente com L. lactis produtor de Hsp65
apresentaram uma discreta infiltracdo de células na submucosa sem qualquer sinal

de dano a arquitetura da mucosa (figura h).
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Figura 15: indices macroscOpico e histolégico de camundongos com colite tratados
previamente com L. lactis produtor de Hsp65.

Camundongos C57BL/6 com aproximadamente 18 gramas receberam tratamento oral com ingestéo
voluntaria do meio de crescimento das bactérias (L. lactis ou L. lactis produtor de Hsp65) ou agua
filtrada. Dez dias ap@s o ultimo dia de tratamento oral, a colite foi induzida com DSS diluido em agua
durante 7 dias (a). Comprimento do colon aferido com uma régua (medido em cm do ceco a porgdo
terminal do célon) (b), indice macroscopico da colite (c) e indice histolégico (d). Nd, ndo detectado.
Barras representam a média e o erro padrdao, n=5/grupo. Cortes histolégicos representativos do
grupos controle (animais ndo manipulados) (e), H,O+DSS (f), L. lactis+DSS (g), L. lactis Hsp65+DSS
(h). As laminas histoldgicas foram coradas em H&E, aumento de 40x. Circulos mostram as criptas da
camada mucosa (M). As setas apontam para o infiltrado inflamatério nas camadas mucosa (M) e
submucosa (SM). O asterisco (*) identifica um agregado linféide. # indica o abcesso da cripta. ML,
camada muscular. Letras indicam diferenca entre grupos (p<0,05).
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5.14. Efeito de L. lactis produtor de Hsp65 na permeabilidade
intestinal e IgA secretdria de camundongos com colite

Uma vez que a ingestdo de bactérias pode alterar a permeabilidade intestinal
e a producao de slgA (Perdigon et al., 1995), nosso proximo passo foi averiguar
quais os efeitos de L. lactis produtor de Hsp65 nesses parametros. O tratamento
prévio com L. lactis produtor de Hsp65 nao alterou a producédo de slgA nem a

permeabilidade intestinal em camundongos com colite.

Tabela 9: IgA secretdria e permeabilidade intestinal

H,O+DSS L. lactis+DSS L. Lactis

Hsp65+ DSS
slgA (pg/mL) 18,35 + 1,67 13,70+ 7,0 13,25+ 1,21
Permeabilidade intestinal
(% de dose) 0,0075 + 0,003 0,0077 £0,001 0,0068 + 0,002

Média £ Desvio padréo da amostra
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5.15. L. lactis produtor de Hsp65 altera a secrecdo de citocinas no
cOlon de camundongos com colite

As citocinas IFN-y, IL-6, IL-17, IL-4, IL-5, IL-10 e TGF-p foram mensuradas no
extrato de colon em dois tempos experimentais: 3 dias apdés a primeira
administracdo de DSS, periodo de inicio da infiltracdo de células no célon (Rakoff-
Nahoum et al., 2006) e com 7 dias da administracdo do farmaco. Com 3 dias de
inducéo da colite, houve um aumento nos niveis de IFN-y no célon de camundongos
do grupo colite quando comparados aos animais do grupo controle, que se manteve
alta também com 7 dias de ingestdo de DSS (figura 16a). A citocina IL-6 encontrou-
se reduzida em animais que receberam L. lactis quando comparado ao grupo colite.
No entanto, com 7 dias de indu¢do da doenca, os niveis de IL-6 elevam-se em
animais do grupo colite enquanto os animais tratados com L. lactis produtor de
Hsp65 apresentaram os niveis de IL-6 similares a de animais ndo manipulados. A
citocina IL-17 nao foi alterada em nenhum tempo experimental avaliado. A citocina
IL-4 aumentou somente com 7 dias de administracdo de DSS em animais do grupo
colite enquanto os animais do grupo L. lactis Hsp65 novamente mantiveram o0s
niveis similares aos dos camundongos controles. As concentracdes de IL-5
encontraram-se reduzidas no grupo L. lactis Hsp65 quando comparado ao grupo
colite tanto com 3 quanto com 7 dias de ingestdo de DSS. Ja a citocina anti-
inflamatoéria IL-10 reduz em animais do grupo L. lactis+DSS. Porém, animais
tratados com L. lactis produtor de Hsp65 mantém os niveis semelhantes a de
camundongos controles. Por fim, a citocina TGF- estava reduzida em animais
tratados com L. lactis produtor de Hsp65 com 3 dias de administracdo de DSS
guando comparada ao grupo colite. Com 7 dias de ingestdo do farmaco, a producéo
de TGF-B eleva-se em animais doentes enquanto o grupo L. lactis Hsp65 apresenta

novamente niveis similares a dos animais ndo manipulados.
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Figura 16: Citocinas no extrato do célon de camundongos com colite tratados previamente
com L. lactis produtor de Hsp65.

Camundongos C57BL/6 receberam tratamento oral com ingestao voluntaria do meio de crescimento
das bactérias (L. lactis ou L. lactis produtor de Hsp65) ou agua filtrada. Dez dias apds o ultimo dia de
tratamento oral, a colite foi induzida com DSS diluido em agua durante 7 dias. Dois tempos
experimentais foram analisados: com 3 e 7 dias de administracdo de DSS. Amostras do célon de
camundongos foram limpas, secas, pesadas e homogeneizadas em um tampdo de extracdo. A
mensuragéo das citocinas foi realizada por ELISA. IFN-y (a), IL-6 (b), IL-17 (c), IL-4 (d), IL-5 (e), IL-10
(f) e TGF-B (g). Barras representam a média e o erro padrdo, n=5/grupo. Letras indicam diferenca
entre grupos (p<0,05).
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5.16. L. Lactis produtor de Hsp65 aumenta células T reguladoras
com 3 dias da inducao da colite

Avaliamos o aparecimento de células T efetoras e células T reguladoras nos
linfonodos cecais, linfonodos mesentéricos e bacos de camundongos em que a
colite foi induzida por DSS. Denominamos de células T efetoras aquelas com o
fenétipo CD4*CD25'CD45RB"" e de células T reguladoras aquelas com fenétipo
CD4'CD25'CD45RB™. O CD45RB é expresso em altos niveis nas células T naive
e é regulado negativamente em células que contataram o antigeno. A populacdo
CD45RB"CD25" representa as células recentemente ativadas enquanto a
populacdo CD45RB"" é heterogénia e contém tanto células T efetoras (CD4'CD25
CD45RB"" como também células T reguladoras (CD4*CD25'CD45RB"™") (Bottomly
et al., 1989; Annacker et al.,, 2001). Também investigamos o aparecimento de
células expressando LAP (TGF-f de membrana). Com 12 horas de administracao
de DSS, observamos reducado de células T efetoras nos linfonodos mesentéricos e
bacos de camundongos que receberam L. lactis produtor de Hsp65 enquanto L.
lactis foi capaz de reduzir as células T efetoras apenas no bagco. Houve um aumento
nas células reguladoras CD4'CD25'CD45RB"" nos linfonodos mesentéricos de
camundongos do grupo colite quando comparados aos animais do grupo controle.
Esse aumento nédo foi observado nos animais que receberam previamente tanto L.
lactis quanto L. lactis produtor de Hsp65. Ja as células T CD4'CD25 LAP" estavam
aumentadas no baco de animais tratados com L. lactis produtor de Hsp65. Com 3
dias de administracdo de DSS, observamos uma reducdo das células reguladoras
CD4'CD25'CD45RB™ nos bagos dos animais do grupo colite enquanto que, nos
camundongos do grupo L. lactis Hsp65+DSS, a porcentagem manteve-se similar
aquela encontrada no grupo controle. Além disso, a ingestdo de L. lactis produtor
de Hsp65 levou a um aumento da porcentagem de células CD4"CD25'LAP" e de
células efetoras nos bacos desses animais quando comparados aos do grupo colite.
Com 7 dias, houve um aumento de células T efetoras nos linfonodos cecais dos
animais que receberam a bactéria quando comparados aos animais do grupo DSS.
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Figura 17: Aparecimento de células T durante o curso da enterocolite em animais tratados
com L. lactis produtor de Hsp65.

Camundongos C57BL/6 receberam tratamento oral com ingestéo voluntaria do meio de crescimento
das bactérias (L. lactis ou L. lactis produtor de Hsp65) ou agua filtrada. Dez dias apds o ultimo dia de
tratamento oral, a colite foi induzida com DSS diluido em &gua durante 7 dias. Trés tempos
experimentais foram analisados: com 12 horas, 3 e 7 dias de administracdo de DSS (setas) (a).
Células dos linfonodos mesentéricos, linfonodo cecal e baco foram isoladas e submetidas a técnica
de citometria de fluxo. A frequéncia de células CD4"'CD25 CD45RB"™" (a), CD4'CD25'CD45RB"™ (b)
e CD4"CD25'LAP" (c) fora obtidas a partir do gate de linfocitos totais. Barras representam a média e
o erro padrdo, n=4/grupo. Letras indicam diferenca entre grupos (p<0,05).
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5.17. L. lactis produtor de Hsp65 apresenta maior razao de células
T reguladora/T efetora

Uma vez que existiram oscilagbes nas populagdes de linfécitos efetores e
reguladores de animais tratados previamente com L. lactis produtor de Hsp65,
principalmente no baco, analisamos a relacdo entre células reguladoras com o
fenétipo CD4'CD25'CD45RB"" e células efetoras CD4"'CD25 CD45RB™". Esse tipo
de analise foi descrito anteriormente por Monteiro e colaboradores (2008). Nesse
estudo, os autores demonstraram que um aumento na razdo entre células T
efetoras patogénicas e células T regs estava associado a gastrite autoimune poés-
timectomia em camundongos (Monteiro et al., 2008). A razdo Treg/T efetora foi
semelhante entre os grupos experimentais com 12 horas e 3 dias de administragao
de DSS. No entanto, com 7 dias de ingstdo de DSS, L. lactis produtor de Hsp65
promoveu aumento da razéo Treg/Tefetora quando comparamos com 0s animais do

grupo que recebeu L. lactis com plasmideo vazio.
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Figura 18: Raz&o Treguladora/Tefetora no bago de animais tratados com L. lactis produtor de
Hsp65.

A porcentagem de células reguladoras CD4'CD25'CD45RB™" foi dividida pela porcentagem de
células efetoras CD4"'CD25 CD45RB" de cada animal nos tempos experimentais de 12 horas, 3 ou
7 dias de administracdo de DSS. Barras representam a média e o erro padrdo, n=4/grupo. Letras
indicam diferenca entre grupos (p<0,05).
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5.18. L. lactis produtor de Hsp65 reduz a expressido de CD44" em
linfocitos T nos linfonodos de camundongos com colite

Nosso préoximo passo foi verificar a expressdo de CD44" em linfocitos
presentes nos linfonodos que drenam a mucosa. Com 3 dias de administracdo de
DSS, os camundongos dos grupos colite e L. lactis+DSS apresentaram aumento da
expressdo de CD44 em linfocitos T CD4" nos linfonodos mesentéricos, enquanto
gue L. lactis com o plasmideo vazio também aumentou a expressao de CD44 em
células T CD4" no linfonodo cecal. Porém, com 7 dias de administracdo de DSS
nenhuma diferenca na expressio de CD44 em linfocitos T CD4" foi encontrada nos
linfonodos mesentéricos enquanto que o aumento da expressdao de CD44 em
linfocitos CD4" foi novamente notada nos grupos colite e L. lactis+DSS. A expresséo
de CD44" em células T CD4 positivas nos animais que receberam L. lactis produtor

de Hsp65 permanecem similares a expressao observada no grupo controle.
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Figura 19: Expressdo de CD44 em linfécitos T CD4" dos linfonodos drenantes da
mucosa.

Camundongos C57BL/6 receberam tratamento oral com ingestdo voluntaria do meio de
crescimento das bactérias (L. lactis ou L. lactis produtor de Hsp65) ou agua filtrada. Dez dias
apos o ultimo dia de tratamento oral, a colite foi induzida com DSS diluido em agua durante 7
dias. Dois tempos experimentais foram analisados: com 3 e 7 dias de administracdo de DSS.
(@) Células T CD4'CD44" dos linfonodos mesentéricos e linfonodo cecal com 3 dias de
ingestdo de DSS. (b) Células T CD4"CD44" dos linfonodos mesentéricos e linfonodo cecal
com 7 dias de ingestdo de DSS. A expressdo (média geométria) de CD44 foi obtida a partir
da regido de linfocitos T CD4". Barras representam a média e o erro padrdo, n=4/grupo.
Letras indicam diferenca entre grupos (p<0,05).
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5.19. L. lactis produtor de Hsp65 aumenta a frequéncia de
células dendriticas positivas para CD80, CD86, CD40 e CD103
no bago de camundongos apos inducao de colite

Uma vez que o tratamento oral com L. lactis produtor de Hsp65 alterou
o aparecimento de células T efetoras e reguladoras durante o curso da colite,
nosso préximo passo foi averiguar seu efeito em células dendriticas (DCs).
As células dendriticas sdo as mais eficientes células apresentadoras de
antigeno (Manicassamy e Pulendran, 2011). O CD11c é usualmente utilizado
como marcador para essas células. CD1lc é uma integrina expressa
principalmente em macréfagos teciduais e em células dendriticas. A integrina
CD11c se liga ao fragmento do complemento iC3b, a moléculas da matriz
celular como o fibrinogénio e a moléculas de adeséo celular (Steinman et al.,
1997). Dois subtipos principais de DCs foram caracterizadas em
camundongos: as células dendriticas mieldides com o fenotipo
CD11c’CD11b'CD8a e as células dendriticas linféides com o fendtipo
CD11c*CD11bCD8a" (Chirdo et al., 2005). Nesse estudo, analisamos as
células CD11c'CD11b’, consideradas criticas na inducdo da tolerancia
periférica (Manicassamy e Pulendran, 2011). Essas células foram também
marcadas com anticorpos para CD80, CD86, CD40 e CD103. CD80 e CD86
promovem o sinal de co-estimulacdo necessario para a ativacdo e
sobrevivéncia de células T. CD80 e CD86 sao ligantes para duas diferentes
proteinas na superficie de células T: CD28 (envolvido na associacao
intercelular) e CTLA-4 (envolvido na regulacao e dissociacao celular) (Lanier
et al., 1995). CD40 é também um co-estimulador encontrado em APCs. Esse
se liga a CD40L em linfécitos (Banchereau et al., 1994). O CD103 € a
integrina aEB7 que direciona as células para a mucosa (Coombes et al.,
2007). A frequéncia de células positivas para CD80, CD86, CD40 e CD103
encontraram-se elevadas em animais que receberam L. lactis produtor de
Hsp65 por via oral quando comparado aos demais grupos. No entanto, a
analise da intensidade média de fluorescéncia de CD80, CD86 e CD40 nao
diferiu entre os grupos experimentais. Apenas a expressao de CD103
encontrou-se elevada no grupo L. lactis Hsp65.
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Figura 20: Histogramas representativos da frequéncia e expressao de CD80 e CD86 em células dendriticas de camundongos com colite.
Camundongos C57BL/6 receberam tratamento oral com ingestdo voluntaria do meio de crescimento das bactérias (L. lactis ou L. lactis produtor de Hsp65)
ou 4gua filtrada. Dez dias ap6s o ultimo dia de tratamento oral, a colite foi induzida com DSS diluido em agua durante 7 dias. Células extraidas do bacgo
foram submetidas a citometria de fluxo. A frequéncia de CD80 (a) e CD86 (c) foram determinados na regido de células dendriticas CD11c'CD11b".
Histograma representativo e intensidade média de fluorescéncia (IMF) de CD80 (b) e CD86 (d).
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Figura 21: Histogramas representativos da frequéncia e expressao de CD40 e CD103 em células dendriticas de camundongos com colite.
Camundongos C57BL/6 receberam tratamento oral com ingestdo voluntaria do meio de crescimento das bactérias (L. lactis ou L. lactis produtor de Hsp65)
ou agua filtrada. Dez dias ap6és o ultimo dia de tratamento oral, a colite foi induzida com DSS diluido em agua durante 7 dias. Células extraidas do bago
foram submetidas a citometria de fluxo. A frequéncia de CD40 (a) e CD103 (c) foram determinados na regifio de células dendriticas CD11c*CD11b".
Histograma representativo e intensidade média de fluorescéncia (IMF) de CD40 (b) e CD103 (d).
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5.20. Sobrenadante de L. lactis produtor de Hsp65 ativa TLR2
e TLR4 in vitro

Os receptores do tipo Toll 2 e 4 estdo descritos como ligantes para
Hsp (Binder et al., 2004). Para confirmar esse achado, utilizamos células de
rim humano que nao apresentam nenhum receptor de reconhecimento
padrao (PRR). Essas células foram transfectadas com os plasmideos que
codificam, individualmente, TLR2 ou TLR4. Utilizamos o sobrenadante da
cultura de L. lactis e de L. lactis produtor de Hsp65 como estimulo. O
sobrenadante de L. lactis causou um aumento sutil na expressao de TLR2 e
de TLR4. No entanto, o sobrenadante de L. lactis Hsp65 elevou ainda mais a
expressdo tanto de TLR2 quanto de TLR4. A expressdo de TLR2 apéds
incubacdo com sobrenadante de L. lactis produtor de Hsp65 foi similar aquela
encontrada apos o estimulo com o agonista sintético de TLR2. O mesmo néo

foi observado para TLRA4.
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Figura 22: Ativacéo in vitro de TLR2 e TLR4 pelo sobrenadante de L. lactis produtor de
Hsp65.

Células HEK 293 foram transfectadas com o plasmideo para TLR2 ou para TLR4 e
incubadas com os agonistas para TLR4 (LPS) ou para TLR2 (Pam3CysSK4) sendo esses 0s
controles positivos ou com o sobrenadante de cultura de L. lactis ou de L. lactis produtor de
Hsp65 por 6 horas. Utilizamos o meio de crescimento para as bactérias (M17) como controle
negativo. A linha pontilhada delimita o basal detectado pelo meio.
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5.21. L. lactis produtor de Hsp65 aumenta a expresséo de
TLR2 ede TLR4 in vivo

Apoés a constatacdo de que o sobrenadante de L. lactis produtor de
Hsp65 ativa TLR2 e a TLR4 in vitro, verificamos se a expressdo desses
receptores seguia 0 mesmo padrao in vivo no modelo de colite induzida por
DSS. L. lactis produtor de Hsp65 elevou a frequéncia de células positivas
para TLR2 e para TLR4. A expressao dos receptores Toll 2 e 4 em células
dendriticas do bagco também encontrou-se elevada no grupo L. lactis Hsp65+

DSS quando comparado aos demais grupos.
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Figura 23: Histogramas representativos da frequéncia e expresséo de TLR2 e TLR4 em células dendriticas de camundongos com colite.

Camundongos C57BL/6 receberam tratamento oral com ingestao voluntaria do meio de crescimento das bactérias (L. lactis ou L. lactis produtor de Hsp65)
ou 4gua filtrada. Dez dias ap6és o ultimo dia de tratamento oral, a colite foi induzida com DSS diluido em agua durante 7 dias. Células extraidas do bago
foram submetidas a citometria de fluxo. A frequéncia de TLR2 (a) e TLR4 (c) foram determinados na regido de células dendriticas CD11c'CD11b".
Histograma representativo e intensidade média de fluorescéncia (IMF) de TLR2 (b) e TLR4 (d)
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5.22. L. lactis produtor de Hsp65 ndo melhora colite induzida
por DSS em camundongos TLR2-/-

Diante da estimulacdo de TLR2 e de TLR4 por L. lactis produtor de
Hsp65 in vitro e in vivo, utilizamos camundongos deficientes para esses
receptores para verificar se a melhora da colite por L. lactis produtor de
Hsp65 ocorre por essas vias. Para tal, utilizamos o mesmo desenho
experimental descrito anteriormente. Assim como observado no primeiro
experimento, camundongos C57BL/6 que receberam DSS apresentaram
reducdo do comprimento do colon. Essa reducado foi evitada pela ingestao
oral prévia de L. lactis produtor de Hsp65. No entanto, em camundongos
TLR2-/- e TLR4-/- o comprimento do colon foi similar entre camundongos
tratados ou ndo. Porém, o indice histol6gico evidencia que L. lactis produtor
de Hsp65 € capaz de melhorar a colite induzida por DSS mesmo em
camundongos deficientes em TLR4 que apresentam uma colite mais grave

mas ndo em camundongos deficientes em TLR2.
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Figura 24: indices macroscopicos e histolégicos de camundongos TLR4-/- e TLR2-/-
com colite tratados previamente com L. lactis produtor de Hsp65.

Camundongos C57BL/6, TLR4-/- e TLR2-/- receberam tratamento oral com ingestdo
voluntaria do meio de crescimento das bactérias (L. lactis ou L. lactis produtor de Hsp65) ou
agua filtrada. Dez dias ap6s o Ultimo dia de tratamento oral, a colite foi induzida com DSS
diluido em agua durante 7 dias (a). Comprimento do célon aferido com uma régua (medido
em cm do ceco & porcéo terminal do cdélon) (b), e indice histoldgico (c). Barras representam a
média e o erro padrdo, n=4/grupo. Cortes histolégicos representativos do grupos H,O+DSS

(d-f), L. lactis+DSS (g-i), L. lactis Hsp65+DSS (j-1). As [aminas histolégicas foram coradas em
H&E, aumento de 40x.
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5.23. L. lactis produtor de Hsp65 melhora indice
macroscopico da colite espontanea em camundongo
deficientes em IL-10

Com o objetivo de testar o efeito de L. lactis produtor de Hsp65 em um
segundo modelo de doenca inflamatoria intestinal, utilizamos camundongos
deficientes para IL-10. Camundongos com 6 semanas de idade receberam 4
dias de tratamento oral com L. lactis produtor de Hsp65 sendo que 0s grupos
controles receberam L. lactis com o plasmideo vazio ou agua. Seis semanas
apos o tratamento oral, os camundongos com entdo, 12 semanas de idade,
foram eutanaziados. L. lactis produtor de Hsp65 foi capaz de melhorar o
indice macroscopico nesses animais mas nado o indice histolégico. As
imagens feitas da regido proximal do colon mostram a inflamacao transmural,
com infiltracdo de células em todas as camadas: mucosa, submucosa e
camada muscular. Apesar de L. lactis e L. lactis produtor de Hsp65
apresentarem a arquitetura da mucosa mais preservada, o indice histologico

nao diferiu entre os grupos.
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Figura 25: indices macroscépico e histolégico de camundongos IL-10-/- tratados com
L. lactis produtor de Hsp65.

Camundongos IL-10-/- com 6 semanas de idade receberam tratamento oral com ingestédo
voluntaria do meio de crescimento das bactérias (L. lactis ou L. lactis produtor de Hsp65) ou
agua filtrada por 4 dias consecutivos. Os animais foram eutanaziados com 42 dias de idade
(a). indice macroscoépico da colite (b) e indice histologico (c). Barras representam a média e
o erro padrdo, n=8/grupo. Cortes histologicos representativos do grupos Controle (129Sv/Ev)
(d), IL-10-/-+H,0 (e),IL-10-/- +L. lactis (f), DSS+L. lactis Hsp65 (g). As laminas histolégicas
foram coradas em H&E, aumento de 40x. Circulos mostram as criptas da camada mucosa
(M). As setas apontam para o infiltrado inflamatério nas camadas mucosa (M) e submucosa
(SM) dos camundongos. O asterisco (*) identifica um agregado linféide. ML, camada
muscular. Note a inflamacao transmural e o espessamento da camada muscular nas laminas
e-f. Letras indicam diferenca entre grupos (p<0,05).

93



5.24. Perfil de citocinas e células T em camundongos
deficientes em IL-10 tratados com L. lactis produtor de Hsp65

Os niveis de IgA secretéria foram mensuradas no lavado intestinal dos
camundongos. No entanto, nenhuma diferenga foi observada entre animais
tratados ou ndo. Posteriormente, avaliamos o perfil de citocinas no extrato do
colon. As citocinas pro-inflamatoérias IFN-y e IL-17A foram similares entre os
grupos IL-10-/-+H,0, IL-10-/-+L. lactis e IL-10-/-+L. lactis produtor de Hsp6b5.
No entanto, a secrecdo de TGF-f estava aumentada em camundongos que
receberam L. lactis produtor de Hsp65 por via oral quando comparado ao
grupo colite. Decidimos entdo, avaliar o perfil de linfécitos ativados
(CD4"CD44") e reguladores (CD4"CD25'LAP™) na lamina propria, linfonodo
cecal, linfonodos mesentéricos e bagco. Camundongos IL-10-/- apresentaram
aumento de linfocitos ativados na lamina propria quando comparado a
camundongos 129 Sv/Ev. O mesmo nao foi encontrado nos grupos IL-10-/-
+L. lactis e IL-10-/-+L. lactis Hsp65. O tratamento com L. lactis produtor de
Hsp65 elevou a porcentagem de células CD4'CD25LAP* na lamina propria

do célon.
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Figura 26: Perfil de citocinas e células T em camundongos deficientes em IL-10
tratados com L. lactis produtor de Hsp65.

Camundongos IL-10-/- com 6 semanas de idade receberam tratamento oral com ingestéo
voluntaria do meio de crescimento das bactérias (L. lactis ou L. lactis produtor de Hsp65) ou
agua filtrada por 4 dias consecutivos. Os animais foram eutanaziados com 42 dias de idade
(a). lga secretdria (slgA) mensurada por ELISA no lavado intestinal (b) Dosagem de citocinas
no extrato do célon (c). Porcentagem de linfécitos CD4"CD44" fenotipados por citometria de
fluxo obtidos na regido de linfocitos totais. (d). Porcentagem de linfécitos CD4"CD25'LAP*
fenotipados por citometria de fluxo obtidos na regido de linfocitos. LP, lamina propria, LM,
linfonodos mesentéricos, LC, linfonodo cecal e B, baco. Asteriscos indicam diferenca entre
0S grupos.

95



6. DISCUSSAO
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6. Discussao

Muitos dos progressos recentes na compreensdo da imunidade da
mucosa foi alcancado pelos estudos de novos modelos animais
experimentais de inflamagdo intestinal. Embora esses modelos né&o
representem a complexidade das doencas humanas e n&o substituam os
estudos com os pacientes, eles sao valiosas ferramentas para o estudo de
muitos aspectos importantes da doenca que sao dificies de se abordar em
seres humanos, como os mecanismos fisiopatolégicos nas fases iniciais da
colite e o efeito de estratégias terapéuticas emergentes. O estado clinico de
pacientes com DIl é bastante heterogéneo, fato que é refletido também no
namero crescente de camundongos transgénicos ou geneticamente
modificados exibindo alteracdes intestinais caracteristica das Dlls. A maioria
desses modelos baseam-se na indugdo quimica, na transferéncia de células
imunoldgicas ou na delecdo de genes alvo (Strober, 2008). Escolhemos
trabalhar com os camundongos deficientes para IL-10 jA que essa € uma
importante citocina imuno-reguladora e o modelo experimental é espontaneo,
refletindo também o envolvimento dos fatores genéticos e da microbiota na
patologia da doenca.

Esse estudo descreveu alteragdes histologicas e imunoldgicas que
ocorreram no intestino de camundongos deficientes em IL-10 em diferentes
momentos durante o desenvolvimento da enterocolite espontanea. NOs
utilizamos camundongos deficientes em IL-10 no fundo genético 129Sv/Ev.
Essa linhagem é considerada a mais susceptivel ao desenvolvimento da
colite seguida pela linhagem BALB/c e por fim a linhagem C57BL/6. Além
disso, camundongos 129 Sv/Ev apresentam manifestacdes clinicas da colite
de maneira mais homogénea entre os camundongos afetados pela doenca
(Berg et al., 1996). Uma vez que camundongos mantidos em condigbes SPF
apresentam apenas pequenos focos de lesdo na mucosa do célon proximal
(Kuhn et al., 1993), nés escolhemos manter os camundongos do estudo em
condicbes convencionais pois nesse ambiente ocorre o desenvolvimento

completo da doenca.
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Com 6 semanas de idade, logo ap6s o desmame, nenhuma mudanca
histologica foi observada no intestino grosso dos camundongos. Por outro
lado, camundongos deficientes em IL-10 com 10 semanas de idade
apresentaram enterocolite estabelecida com infiltracdo de leucdcitos nas
camadas mucosa e submucosa do colon. Como a doenca progride com a
idade, camundongos IL-10-/- com 16 semanas apresentam inflamacao
transmural no célon. O inicio e a gravidade da colite em camundongos
deficientes para IL-10 podem variar de acordo com o biotério em que foram
mantidos. A re-derivagdo de camundongos IL-10-/- do ambiente convencional
para condi¢Oes isentas de germe (germ free) abole o desenvolvimento da
colite, demonstrando claramente a influéncia da microbiota no
desenvolvimento da doenca (Sellon et al., 1998). Além disso, camundongos
IL-10-/- no fundo genético C3H provenientes do mesmo cruzamento
parenteral mas mantidos em biotérios distintos apresentam diferentes indices
histopatol6gicos na mesma idade. Essa discrepancia foi atribuida a fonte de
dieta e seus ingredientes bem como ao tratamento da agua (autoclavada ou
ndo) uma vez que o monitoramento da saude dos animais revelou 0 mesmo
status SPF (Mahler e Leiter, 2002). Berg e colaboradores descreveram
pequenas infiltragdes multifocais na lamina propria do célon de camundongos
IL-10-/- com 3 semanas de idade enquanto camundongos com 12 semanas
possuiam les6es multifocais e hiperplasia de epitélio em todas as regiées do
intestino grosso (Berg et al., 1996). Entdo, em camundongos mantidos em
nosso biotério o inicio da enterocolite foi atrasada mas a progressdo da
doenca foi mais rapida.

Nesse estudo, avaliamos ndo somente as alteracfes inflamatérias que
ocorrem no intestino grosso, mas também no intestino delgado de
camundongos deficientes em IL-10. Embora nenhuma inflamacéo visivel foi
observada no intestino delgado de camundongos com 6 semanas de idade, a
razdo vilo/cripta foi reduzida e esta alteracdo manteve-se até a vida adulta do
animal (16 semanas de idade). Alteracdes na razao vilo/cripta ja foram
descritas em varias desordens imunes do trato gastrointestinal, incluindo a
doenca celiaca, a doenca de Crohn e a colite ulcerativa. Esse tipo de
mudanca ocorre devido a uma acelerada renovacdo das ceélulas epiteliais e

apoptose, desencadeada pela liberacéo de citocinas produzidas pelas células
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inflamatadrias do infiltrado bem como pelo proprio enterécito (Ramachandran
et al., 2000). Isso pode ter contribuido para a inflamacé&o no intestino delgado
encontrada em camundongos IL-10-/- com 16 semanas de idade.

A mucosa do intestino delgado possui uma populagao particular de
linfécitos denominada linfocitos intra-epiteliais (IEL). IELs estdo intercalados
entre as células epiteliais logo na superficie da mucosa. As principais sub-
populacdes de IELs sé&o os TCRaf e os TCRyd, ambos envolvidos na inibicdo
de linfécitos T citotoxicos (Kapp et al., 2004; Lambolez et al., 2007). O
compartimento de linfocitos intraepiteliais provavelmente promove a primeira
linha de defesa contra patdgenos de infeccdo que atacam as superficies do
corpo, sendo também uma ponte entre a imunidade inata e adaptativa. Os
IELs TCRyd apresentam papel imunorregulador na manutencdo da
integridade das células epiteliais (Lambolez et al., 2007), na inducdo de
tolerancia oral (Ke et al., 1997) e na modulacdo da colite (Chen et al., 2002).
Em modelos de colite aguda induzida por TNBS ou DSS, o papel protetor
dessas células foi evidenciado (Chen et al., 2002). Nosso grupo de pesquisa
mostrou recentemente que a frequéncia de linfécitos TCRy8 diminui com a
idade paralelamente com a reducdo na susceptibilidade a inducdo de
tolerancia oral (Santiago et al., 2011). Nesse trabalho, nds observamos que a
frequéncia de linfocitos TCRop e TCRyd no compartimento dos IELs ndo se
altera em camundongos deficientes em IL-10 com colite estabelecida porém
ha uma reducdo na frequéncia de linfécitos Ty5, ativados (apresentando o
marcador Thy 1.2). Uma vez que os linfocitos TCRyd, estdo envolvidos em
atividades regulatérias na mucosa, essa reducdo pode representar um
momento de falha nos mecanismos reguladores associado ao
desenvolvimento da doenga em camundongos IL-10-/-.

Estudos classicos descreveram que a enterocolite em camundongos
deficientes em IL-10 estdo associados a uma descontrolada producdo de
citocinas produzidas por macréfagos ativados e por células T CD4" Th1l (Berg
et al.,, 1996). A excessiva geracdo de IFN-y liberado por células T e
direcionada por células apresentadoras de antigeno produtoras de IL-12 foi
descrita como responsaveis por disparar o inicio da doenca (Davidson et al.,

1998). No entanto, estudos posteriores revelaram que a IL-23, mas nado a IL-
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12, direciona a inflamacéo intestinal em camundongos IL-10-/-. O alvo critico
de células IL-23 séo as células T de memoria, que produzem mediadores
pré-inflamatorios como IL-17 e IL-6 (Yen et al., 2006). N6s demonstramos
gue o IFN-y estava aumentado no c6lon de camundongos deficientes para IL-
10 com 16 semanas mas ndo em camundongos jovens. Além disso,
camundongos IL-10-/- com 6 semanas de idade apresentaram aumento dos
niveis de IL-17 na mucosa col6nica. Esse resultado estd de acordo com o
achado de que a IL-17 é a citocina que inicia a inflamacéo intestinal em
camundongos deficientes para IL-10 seguido do aumento de IFN-y. Células
Th1l7 podem se converter em células Thl através da inducéo, por IL-17, da
producdo de IL-12 em células dendriticas da mucosa intestinal (Feng et al.,
2011). Recentemente, Mikami e colaboradores mostraram que a co-
transferéncia de células T CD4" Th1/Th17 misturadas de camundongos IL-
10-/- com colite com células T CD4* Thl com fenétipo CD4*CD45"%"
induzidas em camundongos RAG-/- com colite transferidas a camundongos
RAG-/- melhora a “wasting disease”, observada nesses animais. Entao,
parece que células Thl7 competem com as células Thl e que a secrecao
predominante de IFN-y esta relacionado com uma forma mais grave de colite
(Mikami et al., 2010). Baseando-se nesses resultados, a produgcao de TGF-
no colon de camundongos IL-10-/- com 10 semanas de idade pode
representar uma tentativa de regulagéo da inflamac&o em dois sentidos: pela
acao reguladora direta de TGF- 3 e pelo seu efeito indireto juntamente com
IL-6 na inducdo de células Thl7. Também foi notavel que a mudanca na
producéo de IL-17 para IFN-y na mucosa colénica de camundongos IL-10-/ -
coincidiu com o agravamento da colite, espalhando-se também a inflamacao
para o intestine delgado (figura 5) e ocorrendo a deterioracdo dos sinais
clinicos dos animais. O perfil de citocinas foi também avaliado em todas as
porcdes do intestino delgado. Nés encontramos aumento da citocinas IL-17
no duodeno de camundongos IL-10-/- com 10 semanas de idade. Por outro
lado, houve um aumento de TGF-B no célon no mesmo tempo experimental.
Com 16 semanas de idade, também houve aumento de TGF- 3 produzido no
jejuno proximal. O aumento da producéo de IL-17 no célon de camundongos

com 10 semanas de idade desaparece com 16 semanas. A regulacao
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positiva da producdo de TGF-  em camundongos com 10 semanas de idade
pode ser uma tentativa de imuno-regulacdo no intestino delgado para
controlar a inflamacdo. No entanto, esse ndo foi um evento regulatorio bem
sucedido uma vez que a analise histolégica nesse estdgio mostrou uma
inflamacé&o pronunciada no célon como também no intestino delgado. Isso
sugere que o TGF-B pode ser um importante mecanismo compensatério
envolvido na homeostase do sistema imune de camundongos deficientes
para IL-10 j& que esses animais ndo apresentam nenhuma outra desordem
inflamatoria além da colite. No entanto, na mucosa do intestino, a IL-10 tem
papel critico uma vez que o aumento da producdo de TGF-p n&o foi
suficiente para controlar a inflamagéao intestinal.

Apesar da auséncia de inflamacdo intestinal em camundongos
deficientes em IL-10 jovens, nd0s encontramos aumento da frequéncia de
células T CD4" expressando fenétipo de meméria (CD44"" na mucosa do
intestino grosso antes do estabelecimento da colite (com 6 semanas de
idade). Berg e colaboradores mostraram aumento do numero de células T
presentes em camundongos deficientes em IL-10-/- com apenas 3 semanas
de idade (Berg et al., 1996). Em um estudo utilizando um modelo de colite em
camundongos Gai2 deficientes, um nimero elevado de linfécitos CD4"'CD44"
foram isolados da lamina propria de camundongos antes do inicio da doenca
(Ohman et al., 2000). Presumidamente, o influxo de células T para a lamina
propria do colon € um importante fator no subsequente estabelecimento da
doenca. Em camundongos IL-10-/- com colite grave, o0 aumento da frequéncia
de células CD44" foi mantido. Nés obtivemos distintos resultados para
linfocitos T expressando o marcador de ativacdo recente CD69". Houve
aumento da frequéncia de células CD69 positivas tanto em camundongos
deficientes em IL-10 como controles (129 Sv/Ev) de 6 para 16 semanas de
idade. Outro estudo também descreveu aumento de células T CD4" ativadas
com a progressédo da idade (Santiago et al., 2011), sendo que o0 aumento
pode ser explicado pela continua exposicdo a antigenos em condicdes
convencionais de bioterismo. Isso parece estar associado com a estimulacao

pela microbiota uma vez que nenhuma alteracdo equivalente na frequéncia
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de células CD4"CD44" foi observada no intestino delgado onde a colonizac¢&o
por bactérias € muito menos intensa.

Células CD4'CD25'Foxp3” ja foram descritas como importantes na
manutencdo da homeostase intestinal. Uma frequéncia reduzida de células
reguladoras CD4'CD25'Foxp3* foi encontrada no intestino grosso de
camundongos jovens com 6 semanas de idade. Isso pode estar diretamente
relacionado a deficiéncia da IL-10. Além disso, a IL-10 secretada por células
dendriticas CD11b"CD11c” é fundamental para a manutencdo da expressao
de Foxp3 em células reguladoras induzidas na periferia durante o
desenvolvimento da colite (Murai et al., 2009).

Nosso préximo passo foi analisar a frequéncia de células CD4 LAP*
durante o desenvolvimento da colite nesses animais. Células CD4'LAP”
representam um subgrupo de células reguladoras que expressam o TGF-
em sua forma precursora ligado a suas membranas (associado ao peptideo
latente, LAP). Linfécitos T CD4'CD25'LAP" participam do controle da
inflamac&o intestinal em modelo experimental de colite e células CD4"LAP*
expressando CD25" ou ndo, foram recentemente descritas como um distinto
subgrupo de células T reguladoras denominadas Th3 (Gandhi et al., 2011). A
frequéncia de células CD4'LAP" nio foi afetada em camundongos IL-10-/-
jovens. No entanto, houve uma reducdo dessas células tanto no intestino
grosso como também no intestino delgado de camundongos IL-10-/- com
colite grave. Além disso, observamos um aumento de células CD4'LAP* com
a idade em camundongos 129 Sv/Ev controles assim como descrito para as
células CD4'CD69", mas dessa vez o aumento ocorreu tanto no intestino
delgado quanto no intestino grosso. Estudos recentes de nosso laboratério
demonstraram o aumento de células CD4"LAP" nos linfonodos mesentéricos
e placas de Peyer com a idade. Esse aumento pode estar relacionado com
mecanismos compensatorios responsaveis pela manutencdo da homeostase
da mucosa durante o processo de envelhecimento jA que esse processo
afeta outros elementos regulatérios na mucosa intestinal (Santiago et al.,
2011).

N&o somente os componentes celulares como também os humorais do

sistema imune estdo implicados na patogénese das doencas inflamatorias
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intestinais humanas e de modelos animais experimentais. Camundongos com
reatividade a proteinas do colon foram detectados em camundongos IL-2-/-
com colite (Sadlack et al., 1993). Anticorpos reativos a microbiota entérica
como aqueles contra Campytobacter jejuni ja foram identificados em
pacientes com colite ulcerativa (Berberian et al., 1994). Nesse estudo, nés
encontramos concentracdes elevadas de imunoglobulinas séricas IgG e IgA
em camundongos deficientes em IL-10 com colite estabelecida e grave,
respectivamente. Nossos achados estdo em acordo com outros estudos em
camundongos deficientes em IL-10. Kuhn e colaboradores foram os primeiros
a demonstrar elevados niveis séricos de IgG1 e IgA em camundongos IL-10-
/- com 8 semanas de idade (Kuhn et al., 1993). Davidson e colaboradores
também mostraram reatividade cruzada de Ig do soro de camundongos IL-
10-/- contra células epiteliais coldnicas e células ndo-epiteliais na maioria dos
soros testados. No entanto, 0s mesmos autores desenvolveram o
camundongo deficiente em células B também nocaute para IL-10 e esse
camundongo apresentou gravidade da colite analoga a de camundongos IL-
10-/-, demonstrando que as células B ndo sdo as mediadoras primarias da
inflamacdo nesse modelo de DIl (Davidson et al., 1996). Assim, ndés nédo
podemos dizer se essas alteracbes nas imunoglobulinas sdo uma resposta
compensatéria a inflamacdo ou se sdo simplesmente um fendmeno
relacionado a inflamacdo no célon. Camundongos deficientes em IL-10 com
4-6 semanas de idade apresentam porcentagem similar de células B no timo
e bago, além de células B1 no peritdnio (Kuhn et al., 1993). As células Bl
foram inicialmente identificadas como sendo CD5" (Herzenberg, 2000).
Surpreendentemente, a frequéncia de células CD19°CD5" estava aumentada
na lamina propria do intestino grosso e delgado bem como no periténio e
placas de Peyer de camundongos IL-10-/- com 16 semanas de idade. As
células B1 do peritbnio produzem predominantemente IgM, mas a mudanca
de classe para IgA ja foi demonstrada para essa populacédo de células B e as
células B1 da lamina propria sao responsaveis por pelo menos metade da
IgA secretdria da mucosa intestinal (Fagarasan et al., 2000). Os niveis
séricos de IgA aumentaram concomitantemente com a inflamacdo em
camundongos IL-10-/. Os niveis de IgA secretoria também estavam

aumentados em camundongos IL-10-/- com 10 semanas de idade. Entéo, é
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razoavel especular que as células B1 podem ser as principais responsaveis
por essa elevacao na IgA.

A tolerancia oral € a principal e a mais comum consequéncia da
administracdo oral de antigeno (Faria e Weiner, 2005). Embora diversos
mecanismos tenham sido propostos para explicar tal indugéo, a producao de
citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e TGF-$ e a inducdo de células T
reguladoras como CD4'CD25'Foxp3® e CD4'CD25'LAP® parecem ser
criticas para a inducdo de tolerancia oral (Weiner et al., 2011). Existem
estudos prévios controversos sobre o papel da IL-10 na induc&o de tolerancia
oral. Rizzo e colaboradores mostraram que camundongos geneticamente
deficientes em IL-10, IL-4 ou em ambas as citocinas séo refratarios a inducao
de tolerancia oral (Rizzo et al., 1999). Posteriormente, Menguel e co-autores
mostraram que a deplecéo de IL-10 in vivo utilizando anticorpos monoclonais
ndo afeta a inducdo de tolerancia oral em camundongos (Aroeira et al.,
1995). No presente estudo, nés observamos que a tolerancia oral para IgE
pode ser induzida em camundongos deficientes para IL-10 com 16 semanas
de idade pelos dois regimes alimentares utilizados, gavagem ou ingestao
voluntaria. A supressdo de anticorpos IgG1l anti-ova foi também observada
mas somente para 0 regime de ingestdo voluntaria. Esse protocolo ja foi
descrito previamente como protocolo étimo para inducao de tolerancia oral
(Faria et al., 2003). Dessa forma, a deficiéncia em IL-10 e a gravidade da
inflamac&o na mucosa parece reduzir mas n&o abolir a susceptibilidade a
inducéo de tolerancia oral. Esse resultado indica que mesmo na presenca de
uma inflamacédo severa e enterite, a tolerancia oral pode ser utilizada como
ferramenta e terapia alternativa para doencgas inflamatérias intestinais.

Resumidamente, na primeira parte do trabalho nés demonstramos que
camundongos apresentam uma inflamacdo espontanea e progressiva com
alteracbes marcantes no sistema imune. A auséncia de uma importante
citocina anti-inflamatoéria tal como a IL-10 leva a um defeito dramatico de
imuno-regulagdo, com reducdo de linfécitos T reguladores na mucosa
intestinal, alteracbes na producdo de isotipos de imunoglobulina e na
frequéncia de células B1. Além disso, é importante ressaltar que embora

diversos mecanismos de imuno-regulacdo estdo comprometidos em
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camundongos deficientes para IL-10, a tolerancia oral pode ainda assim ser
induzida.

Em um segundo momento, testamos duas terapias para o tratamento
de DlIs. A primeira delas consistiu na retirada de proteinas inteiras da dieta
gue foram substituidas por aminoacidos livres ou por peptideos de cadeia
curta. Na clinica, a terapia com dietas enterais melhoram ndo somente o
estado nutricional dos pacientes mas também os sintomas clinicos e
morfologicos da doenga de Crohn, sendo essa a primeira terapia utilizada
para pacientes pediatricos (Homan et al., 2005; Johnson et al., 2006). As
dietas elementares além de conterem aminoacidos livres apresentam baixo
conteudo lipidico. Apesar dos mecanismos de acdo das dietas elementares
serem desconhecidos, as possibilidades séo: 1) a baixa antigenicidade da
dieta que reduz as reacdes imunes na mucosa; 2) o baixo conteudo de
lipideos que sdo menos pro-inflamatorios e 3) a alteracdo nas populacées da
microbiota. De fato, foi demonstrado experimentalmente que uma dieta rica
em lipideos exacerba a colite induzida por DSS (Ma et al., 2008) e que as
dietas elementares alteram o numero e a diversidade da microbiota de
camundongos (Kajiura et al., 2009). Apesar de n&o termos descartado as
outras possibilidades e acreditarmos que elas podem agir em conjunto no
caso dos efeitos clinicos com a utilizacdo das dietas elementares; nossa
hipétese foi a de que a melhora observada no tratamento de pacientes com
DIl ao utilizarem essas dietas ocorre devido ao menor contato ou aporte
antigénio das proteinas dietéticas com a area inflamada do corpo, o intestino.
Recentemente, foi demonstrado que as dietas elementares reduzem a
producéo de citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-6 na mucosa (Yamamoto
et al., 2005), que estédo envolvidas nas Dllis.

Estudos anteriores de nosso grupo de pesquisa demonstraram que as
proteinas da dieta sdo importantes na formacao do tecido linféide associado
a mucosa intestinal (GALT) e afetam drasticamente o sistema imune. A
retirada de proteinas inteiras da dieta mantém, em camundongos adultos, um
estado imunolégico imaturo com predominancia do perfil Th2 semelhante ao
de camundongos neonatos (Menezes et al., 2003). Primeiramente,

demonstramos que os macréfagos dos camundongos com 12 semanas de
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idade que receberam dieta com aminoacidos livres em substituicdo a
proteinas inteiras produzem baixos niveis de IL-12p70, similares aos niveis
produzidos por animais neonatos. Uma vez que a citocina IL-12 participa do
desencadeamento da inflamagdo no modelo de colite induzida por DSS
(Takagi et al., 2003), esse resultado reforca a hipétese de que dietas isentas
de proteinas inteiras podem melhorar a colite.

Decidimos testar a imunoterapia em camundongos adultos ao invés de
os alimentarmos desde o desmame com dieta contendo aminoécidos livres.
Isso aproximaria nosso teste das condi¢des normais da clinica, isto é, os
pacientes ingerem proteinas normalmente, antes do diagnostico da doenca.
Testamos também se a retirada momentanea das proteinas alimentares
alteraria o curso da doenca. E importante destacar que a dieta contendo
aminoacidos livres apresenta a mesma composi¢cdo dos demais nutrientes
gue a dieta controle. Portanto, o contetudo de lipideos é similar entre a dieta
controle contendo caseina e a dieta com aminoacidos livres eliminando a
possibilidade da interferéncia do conteudo lipidico da dieta nos resultados
encontrados.

Ao contrario do que esperavamos, a dieta contendo aminoacidos livres
agravou a colite experimental. Houve reducdo do comprimento do célon,
aumento da perda de peso e do indice histologico. Estudos clinicos iniciais
demonstraram que dietas poliméricas com proteinas inteiras também se
mostraram efetivas no desencadeamento das exacerbacbes agudas da
doenca Crohn (Wilschanski et al., 1996). No entanto, Kajiura e colaboradores
demonstraram que a dieta elementar foi capaz de melhorar a colite crénica
desencadeada pela transferéncia de células de camundongos IL-10-/-
doentes para camundongos SCID. Segundo os autores, isso ocorreu devido
a reducdo do numero e da diversidade de bactérias intestinais e pelo
decréscimo das citocinas pro-inflamatorias produzidas também pela mudanca
na composicdo das bactérias acido lacticas da microbiota (Kajiura et al.,
2009). Em outro estudo, os autores investigaram se a melhora obtida na
administracdo de dieta elementar ocorria devido a efeitos diretos dos
aminoacidos na supressao da inflamacao intestinal. Eles demonstraram a
eficacia da histidina em reduzir a colite no modelo de transferéncia de células

de camundongos IL-10-/- para camundongos SCID. A histidina diminuiu a
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ativacao de NF-KB e a producdo de TNF-a e IL-6 em macréfagos (Andou et
al., 2009). Portanto, é possivel que a diferenca de resultados encontrados
seja devida a diferencas na composi¢do de aminoacidos das dietas utilizadas
ou mesmo dos outros nutrientes tais como lipideos, carboidratos e vitaminas.

Além disso, outra possibilidade € a de que a antigenicidade das
proteinas da dieta contribua para a exacerbacédo da inflamacdo somente na
fase cronica da doenca e, como utilizamos um modelo agudo e induzido de
colite, ndo encontramos os mesmo resultados. E possivel que a dieta isenta
de proteinas inteiras tenha efeitos melhores na colite crénica semelhante a
doenca de Crohn do que na colite aguda que se assemelha mais da colite
ulcerativa. O perfil inflamatério e as citocinas envolvidas nos modelos
experimentais sao distintos. Temos como perspectivas testar a dieta com
aminoacidos livres em camundongos deficientes para IL-10-/- que
desenvolvem colite espontanea, com inclusive, focos inflamatérios no
intestino delgado.

Experimentos utilizando camundongos germ free revelaram o papel
dual da microbiota e da estimulacdo antigénica no desencadeamento e
modulacdo da inflamagcdo. Camundongos IL-10-/- mantidos em condicGes
isentas de germe ndo desenvolvem a colite espontanea (Sellon et al., 1998)
enquanto que os camundongos germ free apresentam intenso sangramento
retal e morrem no terceiro dia da indugcédo de colite por DSS, o que nao
acontece em animais mantidos em condi¢gdes convencionais. A analise
histologica de camundongos germ-free submetidos a inducédo de colite por
DSS revelou a auséncia de lesdo no colon (Kitajima et al., 2001). Em um
trabalho classico, o grupo de Medzhitov demonstrou que as bactérias
comensais sdo reconhecidas pelos receptores do tipo Toll em condi¢des
fisiologicas e que essa interacdo tém papel crucial na manutencdo da
homeostase de células epiteliais. Além disso, a ativacdo de receptores do
tipo Toll por bactérias comensais € critica na prote¢do contra injaria tecidual
intestinal no modelo de colite induzida por DSS (Rakoff-Nahoum et al., 2006).
Sendo assim, a estimulacdo das células da mucosa e do sistema imune é
necessaria no controle da colite aguda e a retirada de proteinas inteiras pode

prejudicar o desencadeamento dessa estimulacdo. Posteriormente,
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pretendemos esclarecer se a estimulacao antigénica pelas proteinas da dieta
tem contribuicdo semelhante a da microbiota no desencadeamento das
doencas inflamatdrias intestinais.

Além de piorar a inflamacéo intestinal, a dieta com aminoéacidos livres
reduziu os niveis de IgA secretOria de mucosa. Essa reducdo pode estar
relacionada a uma mudanca na composicdo de bactérias da microbiota.
Nossos resultados anteriores, mostraram que a dieta com aminoéacidos livres
ndo alterara o numero total de bactérias gram-positivas e gram-negativas nas
fezes dos animais tratados com a dieta (Amaral et al., 2010). No entanto,
uma descricdo mais detalhada das espécies de bactérias deve ser realizada
para se esclarecer se a retirada de proteinas inteiras alimentares afeta ou
nao a composi¢cado da microbiota intestinal.

Testamos também se a dieta com aminoacidos livres afetava o estado
nutricional de camundongos com colite. Encontramos reducédo apenas nos
niveis de hemoglobinas séricas. Resultados anteriores de nosso grupo
demonstraram que a administracdo de dieta com aminoacidos livres néo
afeta o estado nutricional dos camundongos, mesmo quando alimentados
desde o desmame com a dieta (durante 5 semanas) (Menezes et al., 2003).
Portanto, é possivel que a reducdo nos niveis de hemoglobina tenha
acontecido pelo agravamento da doenca nos animais alimentados pela dieta
com aminoacidos livres e ndo pelo comprometimento nutricional em si. E
importante ressaltar que os animais apresentam intenso sangramento retal
como também caquexia concomitante com alteracdes no metabolismo e
decréscimo da taxa metabolica (Melgar et al.,, 2007). Diante disso,
especulamos que a reducdo da hemoglobina poderia ter ocorrido devido as
modificacdes metabdlicas da doenca.

Por fim, testamos se a utilizacdo de dieta com di-tripeptideos seria
capaz de controlar a inflamacédo intestinal aguda. Apesar da limitacdo
experimental de n&o termos utilizado o hidrolisado proteico no mesmo
experimento com aminoacidos livres ja que a proteina de referéncia utilizada
foi diferente (caseina versus proteina do soro do leite), o resultado confirma
gue a retirada de proteinas da dieta ndo melhora a inflamag¢do aguda por
DSS. Além disso, a utilizacdo de di-tripeptideos apresenta a vantagem de
serem melhores absorvidos na mucosa intestinal (Clemente, 2000). Isso é
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extremamente relevante para pacientes com inflamacdes em areas do trato
gastrointestinal envolvidas com a absorcdo de nutrientes, como 0s pacientes
com Doenca de Crohn e alergia alimenar. Foi interessante notar que
enquanto a dieta com aminodcidos livres levou a uma maior perda de peso
corporal, a dieta com hidrolizados proteicos reduziu essa perda. Isso pode
estar diretamente relacionado a perda de aminoacidos que nao foram
absorvidos pela mucosa intestinal. Os aminoé&cidos livres sédo transportados
em diferentes velocidades por carreadores, em mecanismos saturaveis e
competitivos, com especificidade para aminoacidos basicos, &cidos e
neutros. Os di-tripeptideos tem pelo menos dois carreadores, ambos H*
dependentes (Frenhani e Burini, 1999). Entdo, a perda de aminoéacidos livres
ndo absorvidos pode gerar uma perda energética que contribua para a perda
de peso corporal, principalmente em uma situacdo catabdlica de doenca
como é o caso da colite aguda.

Portanto, a retirada de proteinas dietéticas ndo apresentou resultado
positivo no tratamento da retocolite ulcerativa. Apesar disso, a utilizacéo de
dietas com di-tripeptideos podem ter efeitos benéficos pelo aumento da
absorcao proteica, principalmente na fase crénica da inflamacéao.

Nossa segunda estratégia experimental consistiu na administracao
oral de Lactococcus lactis produtor de Hsp65. Diversos estudos ja
demonstraram a eficacia da administracdo oral de antigenos em modelos
animais de autoimunidade e de doencgas inflamatérias (Faria e Weiner, 2005;
2006). No caso das Dlls foi demonstrado que a administracao oral de TNBS
preveniu a inducdo da colite pelo mesmo agente quimico (Neurath et al.,
1996). Em um segundo estudo utilizando o0 mesmo modelo experimental, a
ingestdo de células epiteliais humanas ou de ratos também impediu a
inducédo da doenca (Dasgupta et al., 2001). Além disso, a mesma inibicdo
ocorreu pela ingestdo oral de ovalbumina (Ova), um evento conhecido como
bystander supression. Nesse estudo, camundongos SCID reconstituidos com
células T CD4'CD45RB"" provenientes de camundongos DO11.10 (com
TCR reativo para Ova) ndao desenvolvem a colite quando alimentados
previamente com a Ova (Zhou et al., 2004).

Na grande maioria dos estudos de tolerancia oral, utliza-se a

administracado oral do mesmo antigeno que participa diretamente da iniciacdo
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da inflamacao. Esse € o caso, por exemplo, da administracéo oral de insulina
no modelo de diabetes do tipo 1 ou de MOG no modelo de encefalomielite
experimental (Higgins e Weiner, 1988; Zhang et al., 1991). Porém, conforme
destacado, antigenos ndo relacionados também inibem processos
inflamatorios via bystander supression. Essa estratégia tem ganhado atencéo
especial em situacdes em que o antigeno alvo é desconhecido ou se existem
multiplos antigenos que desencadeiam a patologia (Faria e Weiner, 2006).
Esse é o0 caso das doencas inflamatorias intestinais (DIIs). Nas Dlls ndo
existe um antigeno classico descrito como envolvido na inflamacgéo, apesar
das intensas pesquisas para identificar um Unico género de bactéria como
causador da doenca (Baumgart e Carding, 2007). Atualmente, € amplamente
aceito que a doenca ocorre pelo reconhecimento inapropriado da microbiota
autoctone pelo sistema imune e assim, as bactérias comensais tornam-se
uma fonte de antigenos nao-préprios (Abraham e Medzhitov, 2011). Nesse
contexto, surgem as proteinas de choque térmico (Hsp).

Uma vez que as Hsps séo chaperonas, esses proteinas encontram-se
elevadas em todo e qualquer evento inflamatério (Hauet-Broere et al., 2006;
Quintana e Cohen, 2010). Além disso, as Hsps sdo altamente conservadas
entre as espécies e presentes em varios organismos desde bactérias a
mamiferos. Alias, algumas espécies da microbiota residente tais como
Helicobacter pylori e Escherichia coli apresentam Hsps (Arsene et al., 2000;
Yunoki et al., 2000). As Hsps foram descritas como auto-antigenos imuno-
dominantes, sendo altamente reconhecidas pelo repertério de linfocitos auto-
imunes em condicdes fisiologicas (ndo inflamatorias) (Cohen e Young, 1991).
Por exemplo, Luna e colaboradores estudaram a reatividade fisiolégica de
células T a Hsp60 em diferentes linhagens de camundongos. Os autores
demonstraram que diferentes peptideos da molécula da Hsp60 induzem
respostas imunes distintas. Além disso, 0s autores ainda propuseram como
perspectiva, a imunoterapia com peptideos capazes de induzirem a producao
de citocinas anti-inflamatérias para doencas inflamatérias cronicas e para a
rejeicdo de transplantes (Luna et al.,, 2007). A reatividade a Hsp ja foi
encontrada em células T reguladoras e auto-anticorpos naturais em
camundongos saudaveis (Luna, Postol, Caldas, Mundel et al., 2007; Merbl et

al., 2009). Assim, a tolerancia a Hsp pode ser usada para reforcar os
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mecanismos fisioldgicos de homeostase no intestino, impedindo a inflamacéo
local.

Nesse estudo, utilizamos como tentativa terapéutica para as doencas
inflamatorias intestinais o Lactococcus lactis como veiculo de liberacdo da
Hsp na mucosa de camundongos. Esse sistema apresenta diversas
vantagens. Primeiro, a tolerancia oral € uma o6tima ferramenta para induzir
tolerdncia a um antigeno, mas emplementar essa estratégia em humanos
tem sido dificil, principalmente devido a dificuldades em encontrar a dose
ideal do antigeno, o tempo e o intervalo de administracdo (Faria e Weiner,
2006). Isso pode ser feito utilizando bactérias geneticamente modificadas
para realizar a liberacdo da Hsp apés sua inducado (Pontes et al., 2011). Isso
€ ainda mais vantajoso pelo fato de que a Hsp purificada ser cara. Segundo,
outra grande preocupacdo em estudos envolvendo HSP é a presenca da
contaminagdo por LPS, muito comum mesmo em Hsps purificadas
comerciais que podem interferir em seu efeito (Tsan e Gao, 2009). Isso é
resolvido, uma vez que L. lactis € uma bactéria gram-positiva que néo tem
LPS (Azevedo, 2009). Terceiro, a cepa de L. lactis é segura e adequada
como sistema de fornecimento de antigenos na mucosa intestinal (Pontes et
al., 2011).

Baseado em tais premissas, nos utilizamos o Lactococcus lactis
produtor de Hsp65 como tentativa de prevencdo da retocolite ulcerativa.
Nesse segundo modelo de doenga inflamatoria intestinal, a colite foi induzida
pelo agente quimico DSS. Trata-se de um modelo agudo de inflamacao
usualmente utilizado na literatura devido a sua facil inducdo. O DSS promove
uma destruicdo massiva do epitélio intestinal com a subsequente infiltracdo
celular (Okayasu et al., 1990). A administracdo de DSS a 2% diluido na 4gua
de beber promoveu perda de peso acentuada, diarréia e sangramento retal
em camundongos C57BL/6 (figura 15). A inflamacdo desenvolve-se
predominantemente na porcdo terminal do cdélon com a infiltracdo de
neutréfilos, macréfagos, eosinéfilos como também de linfocitos (Wirtz et al.,
2007). Apesar de menos relatada, a presenca de células T CD4" ja foi
observada na lamina propria do célon nesse modelo de colite (Kanwar et al.,
2008) bem como seu papel em exacerbar a inflamacao colonica (Shintani et
al., 1998).
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Primeiramente, observamos que o tratamento prévio a inducdo da
colite por DSS em camundongos C57BL/6 foi capaz de praticamente abolir os
sinais de inflamacdo na mucosa bem como o indice macroscépico (sinais
clinicos da doenca). A caracteristica mais evidente de tal melhora foi a
preservacgao da arquitetura da mucosa em animais tratados que assemelhou-
se a mucosa de camundongos saudaveis. Apenas um discreto infiltrado
inflamatério foi notado. O papel anti-inflamatério da Hsp em modular doencas
inflamatérias e autoimunes j& foi demonstrado em diversos modelos de
doenca tais como diabetes, artrite, aterosclerose e esclerose mdltipla (Van
Den Broek et al., 1989; Elias et al., 1990; Maron et al., 2002; Chandawarkar
et al., 2004) bem como na transplantacdo em modelo murino (Luna, Postol,
Caldas, Benvenuti et al., 2007) e em humanos (Caldas et al., 2004). No
entanto, esse foi o primeiro estudo utilizando Hsp na prevencédo da doenca
inflamatoria intestinal.

Alguns estudos ja investigaram se a reatividade do sistema imune a
Hsp (no caso, Hsp60) esta alterada em pacientes com a doenca. A elevagao
de anticorpos auto-reativos a Hsp ja foi detectado no soro de pacientes com
doenca de Crohn e a proteina foi detectada em bidpsias de colon (Winrow et
al., 1993; Baca-Estrada et al.,, 1994). Experimentalmente, uma enterite
semelhante a colite ulcerativa foi induzida por Escherichia coli transformada
com o gene Hsp60 de Yersinia enterocolitica (Yagita et al., 1999).

Primeiramente, nos perguntamos se a melhora do processo
inflamatério em animais tratados com Hsp poderia ser explicado por
alteracbes na producdo de IgA secretéria de mucosa ou mesmo na
permeabilidade intestinal dos animais. Alteragdes nas concentragdes de sIgA
bem como seu papel protetor ja foram descritos em modelo de colite por DSS
(Murthy et al.,, 2006; Suzuki e Fagarasan, 2008). Alteracbes na
permeabilidade intestinal parecem preceder e/ou acompanhar a inflamacao
em diversos modelos de Dlls (Xavier e Podolsky, 2007). Além disso, a
alteracao nos fatores citados ja foi demonstrado como mecanismo protetor da
acdo de probidticos na mucosa inflamada (Perdigon et al., 1995). No entanto,
nenhuma mudanca foi observada nesses parametros ap0s a administracao

oral de L. lactis produtor de Hsp ou da bactéria selvagem.
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Quanto ao perfil de citocinas no modelo de colite induzida por DSS,
este é descrito como sendo misto, porém com predominancia das citocinas
TNF-a, IL-1, IL-12 e IFN-y (Dieleman et al., 1998). Em nosso estudo,
observamos aumento de TNF-qa, IL-6, IFN-y, IL-5, IL-4 e de TGF-B. TNF-a e
INF-y s&o capazes de alterar a funcdo de barreira das tight junctions do
epitélio intestinal, com consequente aumento da permeabilidade intestinal
(Wang et al., 2006). TNF-a. e IL-6, apesar do seu papel inflamatorio
amplamente descrito, apresentam importante funcédo na protecao do epitélio
intestinal contra a injaria auxiliando no reparo e reconstituicdo do enterocito
(Tebbutt et al., 2002). Ja as citocinas IL-4 e IL-5, usualmente produzidas por
eosindfilos, também contribuem com a exacerbagdo da inflamacéo.
Camundongos geneticamente deficientes para IL-4 apresentam melhora no
indice histolégico quando submetidos a inducéo de colite por DSS (Stevceva
et al.,, 2001). A producdo de peroxidade eosinofilia (EPO) bem como de
eotaxina e IL-5 causam disfun¢&o no trato gastrointestinal contribuindo para a
patogénese da doenca (Forbes et al., 2004). Quanto a citocina TGF-
produzida por enterocitos, macrofagos, linfécitos e células mesenquimais,
seu aumento parece estar relacionado ao processo de fibrose. No modelo de
DSS, ocorre deposicdo de colageno do tipo-1, aumento de TGF-f como
também de metaloproteinases (Suzuki et al.). Apenas a citocina IL-10 esteve
reduzida nesse modelo, nhovamente evidenciando a importancia da citocina
na homeostase do intestino grosso.

A administracdo oral de L. lactis produtor de Hsp65 reduziu todas as
citocinas citadas como também manteve os niveis de IL-10 semelhantes
agueles de animais controles. Assim, o perfil de citocinas em animais que
receberam Hsp acompanhou o mesmo padrdo de animais ndo manipulados.
O aumento de IL-10 via Hsp j& foi evidenciado em outros trabalhos. Em um
modelo de artrite induzida por proteoglicano, Wieten e colaboradores
demonstraram que a imunizacdo com Hsp70, 10 dias antes da inducdo da
doenca, foi capaz de inibir os sinais clinicos e histologicos da artrite via a
producéo de IL-10 (Wieten et al., 2009). Em um outro modelo, dessa vez de

aterosclerose, Maron e colaboradores mostraram que de fato, a
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administracdo oral de Hsp65 é capaz de reduzir a inflamacdo bem como de
aumentar os niveis de IL-10 no local inflamado (Maron et al., 2002).

Uma vez que um dos principais mecanismos explicativos pra a
inducdo de tolerancia oral € a supressao via células reguladoras (Weiner et
al., 2011), nos realizamos uma cinética em diferentes tempos de inducéo da
colite por DSS para avaliar o aparecimento de células T reguladoras e
efetoras. Para tal, retiramos o baco e os linfonodos drenantes na mucosa
intestinal. Linfécitos T efetores com o fendtipo CD4*CD25CD45Rb"™"
estavam elevados no linfonodo mesentérico de camundongos com colite
(grupos H,O+DSS e L. lactis+DSS) com apenas 12 horas da administracao
oral do farmaco. A ingestdo oral de L. lactis produtor de Hsp65 impediu o
aumento dessas células. Quanto as células reguladoras, houve aumento
tanto de células com o fendtipo CD4*CD25'CD45RB™ como também de
células CD4"CD25'LAP" no bago de camundongos que receberam L. lactis
Hsp65 apos 3 dias de inducdo de DSS. Por fim, realizamos a razao entre
células reguladoras e efetoras e observamos um aumento nessa razdo em
camundongos tratados oralmente com Hsp65. Recentemente, Mucida e
colaboradores demonstraram que o aparecimento de células T reguladoras
em animais tolerantes é anterior ao aparecimento dessas células em animais
imunes. Utilizando modelo de asma experimental induzida por Ova, 0s
autores encontraram aumento da expressdo de Foxp3 em células
CD4"'CD25'CD45RB"™ no grupo tolerante apds 2 e 4 dias da imunizacdo
com o antigeno. Porém, 10 e 22 dias apds a imunizacdo, tanto animais
imunes quanto tolerantes apresentaram a mesma expressdo de Foxp3
(Mucida et al., 2005). Nossos dados estdo de acordo com os apresentados
por Mucida uma vez que, no grupo que recebeu L . lactis produtor de Hsp65
oralmente, ha um pico de células Tregs com 3 dias de DSS enquanto que a
frequéncia dessas células é a mesma entre os grupos com 7 dias da inducéo
da doenca.

E importante notar que ndo somente a frequéncia de células Tregs
estava aumentada pelo tratamento oral L. lactis produtor de Hsp65 como
também houve um aumento na frequéncia de células T efetoras. As células T
reguladoras néo proliferam e nao produzem IL-2. O mecanismo de acao das

células T reguladoras envolve o contato célula-célula e a producdo de
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citocinas anti-inflamatérias mas essas células dependem, para sua
sobrevivéncia e expansdo, da IL-2 produzida por outros linfocitos T. Essa
dependéncia de IL-2 proveniente de outras células parece ser ndo somente
importante para sua manutengdo e funcionamento como também para o
controle da frequéncia dessas células no corpo. Recentemente, Almeida e
colaboradores descreveram que a expressdo do receptor de alta afinidade
para IL-2 (CD25) por essas células confere a elas uma vantagem na
utilizacdo da IL-2 secretada por linfocitos T CD4" ativados durante uma
resposta imune classica. Assim, se as células T CD4"'CD25'Foxp3* (Tregs)
regulam a atividade de linfécitos ativados, esses Ultimos sdo capazes de
regular o pool de células Tregs pela secrecdo de IL-2. Desta maneira, o
equilibrio das subpopulacbes de linfécitos T pode ser mantido
independentemente do nuimero absoluto desses linfécitos (Almeida et al.,
2006). Observamos também um estado de homeostase periférica de
linfécitos T reguladores e T efetores como descrito por Almeida e
colaboradores. Esse mecanismo de controle homeostatico entre as
populacbes de células T explica também a auséncia de autoimunidade e
inflamag@o mesmo perante o aumento de células T efetoras.

Posteriormente, avaliamos também a expressdo de CD44" em
linfécitos T CD4". Como mencionado anteriormente CD44" ¢ encontrado em
células T em estado de ativagdo tardia. Os animais com colite apresentaram
aumento da express&o de CD44" em células T dos linfonodos mesentéricos e
cecal com 3 e 7 dias de DSS, respectivamente. Novamente, 0os animais que
ingeriram L. lactis produtor de Hsp apresentaram expressao de CD44" similar
a de animais saudaveis, evidenciando que os linfécitos T CD4" em animais
tratados apresentavam-se em um estadgio mais basal de ativacdo. E
importante ressaltar que a tolerancia oral é um processo ativo e que a
ativacao de linfécitos ocorre nesse processo (Richman et al., 1978).

Varios estudos identificaram aumento do numero e/ou atividade de
células reguladoras apés contato com Hsp. Por exemplo, estudos in vitro
utilizando Hsp60 demostraram que a proteina € capaz de aumentar a
atividade supressora de células Treg via a sinalizacdo por TLR2. Nesse

estudo, as células Tregs tratadas com Hsp60 suprimiram células T efetoras
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por contato célula-célula como também via citocinas TGF-B e IL-10 (Zanin-
Zhorov et al., 2006). Em trabalho desenvolvido em nosso laboratorio
utilizando o modelo de EAE, também foi observado o aumento do numero de
células T reguladoras (CD4'CD25") positivas para Foxp3 assim como de
células CD4"CD25 LAP* em animais tratados previamente por via oral com L.
lactis produtor de Hsp65. Além disso, essas células foram identificadas com
sendo T reguladoras naturais pela presenca do fator de transcricdo helios
(Rezende, 2010).

Apesar de ndo termos identificado a reatividade das células T
encontradas no presente estudo, € possivel que as células T reguladoras
sejam reativas a Hsp. Como existe reatividade cruzada entre Hsp murina e
de Mycobacterium, células T reguladoras que reconheceram a Hsp expressa
pelo epitélio timico durante a selecao timica (células T reguladoras naturais)
podem ter sido recrutadas para a via de mucosa. Alternativamente, as células
T reguladoras periféricas reativas a Hsp geradas na periferia pela propria
microbiota ou ainda, induzidas pela toleréncia oral a Hsp, podem ter se
expandido.

Depois das alteracbes no aparecimento de células T apds a
administracdo oral de Hsp65, passamos a analisar o perfil de células
dendriticas (DCs) com o fendtipo CD11c’CD11b. As DCs sdo as mais
eficientes células apresentadoras de antigeno. Além disso, diversos estudos
evidenciaram que as DCs sao criticas na manutencdo da tolerancia periférica
através da geracdo de células T reguladoras (Manicassamy e Pulendran,
2011). Essas células apresentam in vivo, o fendtipo CD11¢*DEC205'CD11b
CD8a" (Shortman e Liu, 2002). No presente estudo, encontramos frequéncia
aumentada de células dendriticas CD11c*'CD11b” expressando CD80, CD86
e CD40 no baco de animais tratados previamente com Hsp. O grupo de
Weiner demonstrou que CD86 mas ndo CD80 € necessario para a inducao
de tolerancia oral com baixas doses do antigeno e que CD86 apresenta papel
fundamental na regulacéo positiva de TGF- na mucosa intestinal (Liu et al.,
1999; Gonnella et al., 2006). A importancia das moléculas co-estimuladoras
na tolerancia oral é consistente com o fato da inducédo de tolerancia ser um

evento imunolégico ativo. Além disso, também encontramos nesses animais
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aumento da frequéncia de células expressando a integrina oEB7 (CD103").
No intestino, as DCs CD11c™ que expressam CD103" sdo capazes de gerar
células reguladoras Foxp3*, na presenca de &cido retindico (Coombes et al.,
2007; Mucida et al., 2007; Weiner et al., 2011). E plausivel que as células
encontradas no estudo sao tolerogénicas e provenientes da mucosa, uma
vez que expressam a integrina aEB7, receptor de migragcéo que direciona as
DCs para a mucosa intestinal.

Posteriormente, incubamos o sobrenadante da cultura de L. lactis
produtor de Hsp65 e de L. lactis com o plasmideo vazio em células HEK para
analisarmos se Hsp65 induzia a expressdo de TLR2 e de TLR4 in vitro.
Nossos resultados demonstraram que o sobrenadante de L. lactis produtor de
Hsp65 induz a expressao tanto TLR2 quanto TLR4, porém a expressao de
TLR2 assemelhou-se aquela induzida pelo agonista Pam3CysSK4. Por
citometria de fluxo, confirmamos que células de baco de animais tratados
previamente com L. lactis produtor de Hsp também apresentavam
frequéncias elevadas de células dendriticas TLR2" e TLR4®. Apesar da
ativacdo de TLR, em muitos casos, promover uma resposta pré-inflamatoria,
alguns produtos microbianos que ativam TLR2 em células dendriticas
promovem uma resposta tolerogénica. Por exemplo, o zimozan de leveduras
e o fator de viruléncia Lcr de Yersinis pestis que sinalizam através de
TLR2/TLR6 em DCs induzem células T reguladoras (Dillon et al., 2006;
Depaolo et al., 2008). Além disso, as proprias T regs expressam receptores
Toll e podem ser ativadas por ligantes enddgenos tais como Hsp (Caramalho
et al., 2003).

A ligacédo direta de Hsps a receptores do tipo Toll ja foi evidenciada em
varios trabalhos da literatura (Ohashi et al., 2000; Zanin-Zhorov et al., 2006;
Quintana e Cohen, 2010). No entanto, em muitos casos, surgiu a duvida se
os efeitos observados na producéo de citocinas e expressao de moléculas
co-estimuladoras foram devido a contaminagdo com LPS ao a propria Hsp
(Tsan e Gao, 2009). Nosso grupo de pesquisa monstrou pelo teste do Lisado
do Amebdécito do Limulus (LAL) que o sistema de producéo de Hsp65 por L.

lactis é livre de endotoxina (Azevedo, 2009).
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Chamorro e colaboradores estudaram o repertério de receptores de
células dendriticas tolerogénicas comparado a células dendriticas
diferenciadas de mondcitos. Os autores relataram que as DCs tolerogénicas
expressam o mesmo padrédo de TLRs do que as DCs derivadas de mondcito
mas respondem diferentemente aos ligantes de Toll. Essas células, apés
estimulacdo com LPS, expressam CD80, CD86, CD83 e MHC-II. As células
tolerogénicas expressam mais IL-10 e pouco ou nenhuma IL-12. Foi
interessante notar que somente as DCs tolerogénicas, quando estimuladas,
aumentam a expressao de TLR2. Isto eleva o potencial tolerogénico da célula
ja que células com alta expressao de TLR2, aumentam a producéo de IL-10
(Chamorro et al., 2009). Em nosso estudo, mostramos que as DCs do baco
de camundongos que ingeriram L. lactis produtor de Hsp65 apresentaram
aumento de expressao de moléculas co-estimuladoras e de receptores do
tipo Toll 2 e 4. Além disso, essas células expressaram mais CD103".
Portanto, é possivel que a tolerancia oral a Hsp65 auxilie no recrutamento e
ou diferenciacdo de células dendriticas tolerogénicas na mucosa e que essas
células migrem posteriormente para os orgaos linféides, como o baco.

Diversas familias de receptores de reconhecimento padrdo (PRR) sdo
centrais no controle da resposta imune e na homeostase do intestino,
atuando através de uma série de eventos de sinalizacdo interdependentes.
Os receptores semelhante a Toll e o dominio de oligomerizacdo de
nucleotideo (NOD) apresentam papel no reconhecimento de microbios e
sinais endbégenos de perigo, na inibicdo da invasdo de patdgenos, na
producdo de fatores anti-microbianos e no controle de respostas adaptativas.
Ambos PRRs sdo amplamente expressos em varios tipos celulares na
mucosa do trato gastrointestinal. Na saude, a sinalizagdo normal de PRRs
protege a integridade da barreira intestinal e confere tolerancia a microbiota.
Na doenca, a expressdo exacerbada de PRRs acarreta injaria tecidual
associada a inflamacéo crénica e resposta autoimune (Cario, 2008).

Uma vez que os receptores de reconhecimento de padrbes (PRR)
estdo intimamente relacionados ao desenvolvimento das doengas
inflamatdrias intestinais e, ao mesmo tempo, a ativacdo de circuitos
protetores da mucosa intestinal (Cario, 2008; Gribar et al., 2008), nés

testamos a mesma estratégia terapéutica com L. lactis produtor de Hsp65
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desta vez em camundongos TLR2-/- e TLR4-/-. L. lactis produtor de Hsp65 foi
capaz de melhorar a colite mesmo em camundongos TLR4-/- que
apresentam colite mais grave do que camundongos C57BL/6, mas em nao
camundongos deficientes em TLR2-/-.

TLR2 foi o uUnico receptor do tipo Toll identificado até agora com
participacdo direta no aumento da resisténcia transepitelial da barreira de
células epiteliais intestinais (Podolsky et al., 2009). O tratamento com o
ligante de TLR2, Pam3CysSK4 (PCSK) protege a integridade do epitélio e
leva a melhora de todos os sinais clinicos no modelo de colite induzida por
DSS. A estimulagdo por ligantes de TLR2, mas ndo por TLR4, induz a
fosforilagcdo de AKt e a sua regulacdo negativa controlando a sobrevivéncia
das células epiteliais e limitando a sinalizacao pré-inflamatéria de estresse no
epitélio (Cario e Podolsky, 2005; Cario et al., 2007; Cario, 2008). Além disso,
a sinalizacdo de PRRs leva a translocacdo de NFKB, que mantém a
homeostase intestinal. A ativacdo basal controlada de TLR/NFKB em células
epiteliais intestinais aumenta a integridade da barreira intestinal, a producao
de peptideos anti-microbianos e a sobrevivéncia celular, atenuando entdo, a
inflamacé&o aguda no intestino (Spehlmann e Eckmann, 2009; Turner, 2009).

Recentemente, Round e colaboradores demonstraram que uma
bactéria comensal humana, Bacterioides fragilis, direciona o desenvolvimento
de células T reguladoras Foxp3* e aumenta sua capacidade supressiva. Essa
capacidade de B. fragilis se deve ao polissacaride A (PSA) produzido pela
bactéria que medeia a conversdo de células T CD4" em células Foxp3®
produtoras de IL-10 durante a colonizacdo da bactéria em camundongos
germ free. A sinalizacdo via TLR2 € necesséria para a indugcdo de células
Tregs e para a producéo de IL-10 (Round et al., 2011).

Portanto, sugerimos que a Hsp65 produzida por L. lactis seja capaz de
aumentar a expressédo de TLR2 em células dendriticas e, provavelmente, em
células epiteliais, induzindo o aumento na producdo de IL-10 no célon. Além
disso, nossos resultados mostram que L. lactis produtor de Hsp65 foi capaz
de induzir a expressdo de receptores tolerogénicos em células dendriticas

como também de antecipar o aparecimento de células T reguladoras.
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Finalmente, nos perguntamos se L. lactis produtor de Hsp65 era capaz
de tratar a colite espontanea em camundongos deficientes para IL-10. Apesar
da melhora no indice macroscopico, L. lactis produtor de Hsp65 néo foi capaz
de controlar a inflamag&o intestinal nesse modelo. E importante ressaltar que
a inducdo de tolerancia oral € comprometida em condi¢cbes inflamatorias
(Faria e Weiner, 2006). Além disso, uma vez que demonstramos que L. lactis
produtor de hsp65 direciona a células dendriticas para um perfil tolerogénico
em condi¢cdes normais (antes da inducéo da colite), pode ser que 0 mesmo
nao ocorra em condi¢des de estresse (inflamag&o). Um importante papel das
DCs em prevenir ou promover a colite foi demonstrado no modelo de colite
induzido por DSS. A deplecdo de DCs antes da administracdo do DSS
exacerba a colite (Qualls et al., 2009) enquanto a eliminacdo dessas células
durante o tratamento com DSS melhora a doenca (Abe et al., 2007). Esses
resultados sugerem que as DCs podem ter um papel protetor na fase inicial e
se tornarem patogénicas durante a fase inflamatoria. Além disso, células
dendriticas CD103" dos linfonodos mesentéricos de camundongos com colite
ndo apresentam a mesma capacidade tolerogénica do que as células
dendriticas CD103" de animais saudaveis. As DCs obtidas do animal
inflamado reduzem a expressédo de TGF-B e de ALDH1 além de perderem a
capacidade de induzir células Treg. Pelo contrario, as DCs obtidas da
inflamag&o favorecem a producéo de IFN-y por células T CD4" (Laffont et al.,
2010). Como as proteinas de choque térmico apresentam papel duplo
podendo controlar ou aumentar a inflamacdo (Van Eden et al., 1998;
Quintana e Cohen, 2010), pode ser que em condi¢cdes de estresse a proteina
ndo seja capaz de modular as DCs para um perfil tolerogénico j& que essas
estdo comprometidas com a inflamacdo. Esse papel duplo da Hsp em
exacerbar ou regular a inflamacdo foi demonstrado por Granja e
colaboradores em 2004. Nesse estudo, os autores investigaram o papel da
auto-reatividade a Hsp60 e Hsp70 na transplantagcdo humana. A proliferacédo
de células mononucleares sanguineas induzida por Hsp60 e por Hsp70 no
periodo pré-transplante foi associada com episddios de rejeicdo nos

primeiros meses apos a transplantacdo. Em contraste, a producao de IL-4
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(estimulada por Hsp) foi associada com auséncia de rejeicdo (Granja et al.,
2004).

Na primeira parte do presente trabalho, demonstramos que
camundongos deficientes em IL-10 mesmo com colite estabelecida, sao
capazes de tolerizar para um antigeno administrado por via oral, mas
somente por ingestao voluntaria. Portanto, € possivel que os animais IL-10-/-
tenham se tornado tolerantes para Hsp65. Encontramos frequéncia
aumentada de células reguladoras CD4'LAP" na lamina propria do intestino
grosso bem como aumento de TGF-. No entanto, conforme mencionado, a
administracéo oral de L. lactis produtor de Hsp65 nao foi capaz de controlar a
inflamac&do na mucosa intestinal. E possivel que a citocina IL-10 seja
necessdria para a modulacdo da inflamacao intestinal por L. lactis produtor
de Hsp65. Outra possibilidade € que a tolerancia a Hsp65 tenha sido
reduzida com o passar das semanas ja que os animais foram tratados com 6
semanas de idade e sacrificados com 12 semanas.

No presente estudo, demonstramos que L. lactis produtor de Hsp65 foi
capaz de manter a mucosa de animais tratados submetidos a inducéo de
colite por DSS semelhante a de animais saudaveis. Houve aumento de IL-10
no célon e reducgédo de citocinas inflamatorias como IL-6, TNF-a e INF-y. Além
disso, L. lactis produtor de Hsp foi capaz de antecipar o aparecimento de
células T reguladoras como também de gerar células dendriticas com perfil
tolerogénico. A expressdo de TLR2 foi crucial para a modulacdo da
inflamacé&o na mucosa intestinal. No entanto, L. lactis produtor de Hsp65 néao
melhorou a colite em animais com inflamacao intestinal estabelecida,
evidenciando o papel duplo da Hsp65 em modular ou exacerbar a

inflamacéao.
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7. CONCLUSOES
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7. Conclusdes

1- Camundongos deficientes em IL-10 apresentam uma inflamacao
espontanea e progressiva nha mucosa intestinal com alteragbes marcantes no
sistema imune. A auséncia de uma importante citocina anti-inflamatéria como
a IL-10 leva a defeitos dramaticos na imuno-regulacdo, com reducédo de
linfécitos T reguladores na mucosa intestinal, alteracbes na producédo de
isotipos de imunoglobulinas e na frequéncia de células B1l. Apesar das
alteragcbes em diversos elementos reguladores na mucosa intestinal, a
toleréncia oral pode, ainda assim, ser induzida por ingestdo voluntaria de

antigeno.

2- A retirada de proteinas dietéticas ndo melhora a retocolite experimental. E
provavel que a estimulacdo antigénica pelas proteinas alimentares auxilie na
regulacdo do processo inflamatério agudo. Dietas contendo di-tripeptideos
podem ser utilizadas como alternativa terapéutica, do ponto de vista

nutricional, para o controle da inflamagéao intestinal.

3- A bactéria lactica Lactococcus lactis geneticamente modificada para
produzir e secretar Hsp65 emerge como uma nova possibilidade terapéutica
para prevencao da doenca inflamatéria intestinal. Seu mecanismo de acéo
parece ser dependente da sinalizacao via TLR2, que auxilia na manutencao

da homeostase da mucosa intestinal.
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