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Resumo

A administrag&o oral deactococcus lactiprodutor de Hsp65 tem se mostrado, em trabalhos
anteriores do nosso grupo, uma estratégia muitoazfina prevencdo de modelos
experimentais de doencas inflamatorias crénicasocarolite ulcerativa e a encefalomielite
autoimune experimental (EAE). Esse tratamento fpaz de induzir toleréncia oral a
proteina de choque térmico Hsp65, geralmente esgprem tecidos inflamados, gerando
células T reguladoras no intestino que interferanpatogénese dessas doencas. Verificamos,
neste estudo, que o tratamento oral ¢@uotococcus lactiprodutor de Hsp65 levou a uma
expansdo de células T reguladoras CD4+Foxp3+ e CBE+ de maneira dependente do
receptor do tipo toll-2 (TLR2). Também observamog @s efeitos imunorreguladores do
L.lactisHsp65 ocorreram sem prejuizo a imunidade anteoifssa em camundongos
C57BL/6. Camundongos tratados camactisHsp65 conseguiram manter a resposta imune
anti-infecciosa na infeccdo pSalmonella thyphimurimAlém disto, ocorreu uma melhora da
inflamacéo intestinal associada a essa infeccéerisgp que o tratamento comLdactis-
Hsp65 potencializou os mecanismos imunorreguladpresentes na mucosa intestinal.
Observamos que células Vo, principalmente nas placas Peyer, expressam [FGle
superficie (associado ao peptideo LAP), o que mmeonstituir em outro importante
mecanismo de regulacdo na mucosa intestinal. Embdratamento corh.lactisHsp65
tenha sido bem sucedido nos modelos experimenéasolite e EAE, ele ndo teve efeito
benéfico no desenvolvimento da diabetes espontgmezamundongos NOD mesmo quando
associado ad. lactis produtor de IL-10. Nossa hip6tese para explicaadalha foi que a
suscetibilidade a diabetes tipo 1 nesses animasendefeitos ndo somente na geracdo de
células T reguladoras autorreativas na timo, masbém alteracdes importantes nos
elementos imunorreguladores da mucosa intestirmafaf®, observamos que néo foi possivel
induzir tolerancia oral a ovalbumina em camundodO® utilizando a ingestao continua de
antigeno, regime 6timo de inducéo de tolerancia wiel oral. Além disto, demonstramos que
o desenvolvimento da patogénese da diabetes rasssgas esta associado a uma reducao de
fatores de regulacdo da mucosa e desequilibri@ edfulas T efetoras e reguladoras no
intestino, com resposta Thl7 aumentada e predogimate células apresentadoras de
antigeno com perfil inflamatorio. Ja € amplamergeonhecido que tolerancia em nivel
sistémico pode ser alcancada pela exposicdo dgean pela mucosa, significando que a

atividade imunoldgica no intestino pode afetar ncfanamento global do sistema imune,

\%



mesmo em 0Orgdos ndo diretamente relacionados. S®ncreas e o intestino sdo
imunologicamente conectados através dos linfonpdosreaticos, ndo causa espanto que a
perda ou reducdo de fatores de regulacdo na muymssam contribuir para os eventos
patogénicos da diabetes autoimune. Entender ag$atomecanismos que contribuem para o
funcionamento das atividades imunolégicas no imesissim como as perturbacdes nessas
atividades é importante para o desenvolvimentosti@tégias terapéuticas via mucosa que

sejam seguras e bem sucedidas.



Abstract

In previous studies by our group, we have showhdha administration of Hsp65-producing
Lactococcus lactisis a successful strategy to prevent the developnanchronic
inflammatory disease models such as ulcerativeti€oind experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE). This treatment was ableinmuce oral tolerance to Hsp65, a
protein usually expressed in inflamed tissues, ggimg regulatory T cells that interfere in
the pathogenesis of these diseases. Herein, we shatvoral treatment with Hsp65-
producing Lactococcus lactistriggers an expansion of CD4+Foxp3+ and CD4+LAP+
regulatory T cells in a toll-like-receptor-2(TLR&8ppendent fashion, without disturbing the
immunity to pathogens in C57BL/6 mice. Mice treateith L. LactisHsp65 were able to
maintain the protective immune response durfdgimonella thyphimuriuminfection.
Moreover, there was a reduction in the intestinlmmatory reaction suggesting that the
treatment boosted the Immunoregulatory axis of rgutosa. We also observed thyat T
cells in Peyer's patches express membrane [ Gissociated with the peptide LAP), which
may represent another important mechanism forrguatune regulation. Although treatment
with L.lactisHsp65 has been very successful in experimentaletaaaf colitis and EAE, it
showed no beneficial effect in the spontaneouseatesbin NOD mice even when associated
with the administration of IL-10 producinglactis. Our hypothesis to explain these results
was that NOD mice present defects on Immunoregylatbtements at the gut mucosa.
Indeed, oral tolerance to ovalbumin could not bduged in this strain of mice even when a
continuous regimen of feeding was used. In additvem also found a link between diabetes
development and a reduction in several gut regijatlements. NOD mice showed
imbalance between effector and regulatory T callghe intestine, with increased Thl7
response as well as a predominance of inflammadatigen-presenting cells. It is widely
recognized that systemic tolerance can be achibyeathtigenic stimulus in the gut meaning
that the immune activity in the intestine can affibe overall activity of the immune system,
even in unrelated organs. If there is an immunachagiink between the pancreas and the
intestine through the pancreatic lymph nodes, tossurprising that the loss or reduction of
regulatory components in the gut mucosa may cartgibo the pathogenic events in
autoimmune diabetes. Given the relevance of mugosalne activity to the organism, it is
important to understand the factors and mechanthatscontribute to its balanced function
as well as the disturbances that may alter thigric& in order to develop safe and successful

mucosal strategies for immunomodulatory therapies.
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Introducéo

1. Tolerancia imunoldgica

A concepcdo de que o sistema imune deve ser capaesponder aos antigenos
exdgenos e aceitar os antigenos préprios do organis um dos conceitos-chave da
Imunologia. Essa capacidade de aceitar o propioplarte da definicdo de tolerancia
imunologica. Porém, ao confrontarmos as teoriaslddaras desse conceito e os ultimos
achados da ciéncia percebemos que esclarecer @axps mecanismos responsaveis pela
aquisicdo e manutencdo dessa capacidade autcdiwesteinda constitui um dos grandes
desafios da Imunologia.

O conceito classico de tolerancia imunologica ggira de estudos com transplantes de
pele nas pessoas que sofreram graves queimadugegunada Guerra Mundial. Nessa época,
Medawar comprovou a existéncia de genes de histoatioiidade (Medawar, 1944). Nos
anos subsequentes, novos estudos mostraram qua&d@mgyos que recebiam misturas de
células de outra linhagem durante o periodo emériotornavam-se tolerantes a enxertos de
pele de animais dessa mesma linhagem (Billinghanal.et1953). Posteriormente, foi
demonstrado que camundongos antes tolerantesavejeit o enxerto alguns dias apés a
transfusdo de linfocitos de doadores que haviagitadp um enxerto idéntico. Concluiu-se,
portanto, que a tolerancia se devia especificangeateséncia de linfocitos capazes de rejeitar
o transplante (Billingham et al., 1955).

Baseando-se nesses dados, nos estudos sobre quoimée células hematopoiéticas
em bovinos (Owen, 1945) e sobre transferéncia \aate competéncia imunoldgica com
linfocitos (Gowans, 1959), Burnet elaborou o cotwcde tolerancia imunolégica presente na
Teoria da Selecao Clonal (Burnet, 1959) que airgja @ tida por muitos como base central
da Imunologia. A proposta foi que a autotolerars@aestabelecia gracas a eliminagdo de
linfécitos reativos aos antigenos proprios duranteesenvolvimento embrionério e neonatal.
ApoOs essa etapa de controle, restariam apenasitogdeativos a antigenos estranhos e esses
seriam capazes de proliferar e gerar respostasesnamos o estimulo especifico. Entretanto,
avangcos metodolégicos e novos achados experimentastraram que somente essa
explicacdo ndo seria suficiente para que o sisteraae ndo destruisse o proprio organismo.

Em concordancia com a Teoria de Burnet, durant@oegso de maturacao linfocitaria
no timo, ocorre uma intensa morte de células camrgcéo de linfocitos T com alta avidez

por antigenos proprios. Entretanto, a eliminacduopteta da autorreatividade constitui uma



explicacdo certamente incompleta e questionaveliminacéo dos clones autorreativos pode
ser parcialmente explicada gracas a expressdo de @RE no timo (autoimmune
regulator), que possibilita a expressdo antigéeapica de diversos auto-antigenos por
células timicas especializadas (APECED consorti@@y 1Mathis e Benoist, 2009). Porém, o
sistema imune deve tolerar o repertdrio completoadm-antigenos e nem todos estdo
presentes no timo para serem apresentados aosittisf@m desenvolvimento. Sabe-se que
para que um timaocito se torne um linfocito T madéneecessario que o seu receptor TCR se
ligue a um complexo peptideo-MHC com avidez sufitdepara promover a sinalizacéo e a
passagem para etapas posteriores do processo atendificdo celular. Esse sinal, no
contexto do timo, leva a célula a sobrevivénciaocak seja de avidez intermediaria,
possibilitando a selecdo positiva do linfécito. tBoto, somente os linfécitos T com algum
grau de reatividade com o MHC préprio sédo seledosano timo (Modigliani et al., 1996;
Faria, 2008). Aléem disso, estudos em humanos saigl@emonstraram que anticorpos e
linfécitos T autorreativos para Vvarios auto-antigensdo comumente encontrados e
normalmente isso n&o determina o desenvolvimentodacas autoimunes (Dighiero et al.,
1982; Dighiero et al., 1985; Hooijkaas et al., 198&4nda, animais tolerantes, portadores de
um transplante de pele, possuem muitos linfécilosremtivos ativados (Bandeira et al.,
1989) e portanto, tais linfocitos ndo sao elimirsga@mo originalmente proposto. A ideia de
gue a tolerancia a antigenos externos sé podendezida em animais imunologicamente
imaturos também é refutada pela constatacdo demjoeis adultos se tornam tolerantes a
antigenos presentes na dieta, fenbmeno este cdohemino tolerancia oral (Hanson et al.,
1977). A tolerancia na idade adulta ainda é observaormalmente durante a gravidez
vivipara quando a mée nao rejeita o feto semi-aicg§Gobert e Lafaille, 2012).

Portanto, para que a autoimunidade patoldgica eadesenvolva, além da selecéo
negativa no timo, outros mecanismos de controlees8enciais. A compreensao dessas vias
imunorreguladoras é imprescindivel para possiveisniencfes que visem restaurar a

atividade equilibrada do sistema imune.

1.1 Células T reguladoras

A partir dos anos 70, varios autores demonstranaenagmanutencao da tolerancia aos
auto-componentes era dependente de mecanismoss adivperiféricos. Utilizando a
transferéncia adotiva de células de um animal doter para animais virgens, Gershon

demonstrou a existéncia de linfécitos capazes ibe m atividade de outras células e cunhou



o termo célula T supressora (Gershon et al.,, 199@)década de 90, uma nova onda de
pesquisas permitiu uma melhor caracterizacdo dgasétom capacidade supressora - entao
rebatizadas de T reguladoras (Treg) - e resgat@upgessdo ativa como mecanismo
primordial de tolerancia imunoldégica.

A redescoberta das células reguladoras foi posgjketas a importantes estudos
envolvendo a timectomia neonatal. Sabia-se quecamundongos, a timectomia antes do
terceiro dia de vida levava a imunodeficiéncia,ummjo que a remocao entre o terceiro e
sexto dias causava patologia autoimune (Nishizukal.e 1973). Em 1995, Bonomo e
colaboradores mostraram que a timectomia aos 3 de&asnascimento resultava no
desenvolvimento de gastrite autoimune e no apasstonconcomitante de uma linfocitos
duplo positivos (CDZCDS8") com fendtipo ativado na periferia e uma frequéruaixa de
linfocitos T expressando CD69 e a cadeia alfa deptr de IL-2 (CD25) (Bonomo et al.,
1994). Em experimentos com camundongasge esses autores também mostraram que o
implante de timos adultos contendo células apraderds de antigenos (APCs) era capaz de
reverter a doenca autoimune sugerindo que a seldggdioa de linfocitos por APCs
competentes determinava a tolerancia imunologi@ntégenos proprios (Bonomo et al.,
1995). Essa janela temporal imunoldgica foi pasterente brilhantemente estudada pelo
grupo de Sakaguchi que demonstrou que a emergéecidoencas autoimunes apés a
timectomia neonatal resultava da eliminagéo de subaopulagcéo de células T que surgiriam
nessa fase do desenvolvimento. Essas células Tadegas foram, portanto, descritas como
essenciais na tolerancia imunoldgica aos auto-cosmges e caracterizadas como linfocitos
T CD4" que expressam a cadeia alfa do receptor de dhalaafe para IL-2 (CD25)
(Sakaguchi et al., 1995). A presenca de molécutasoco receptor de glicocorticoide
induzido por TNF (GITR), CTLA-4 e do fator de trangdo forkhead box P3FoxP3) foi
definida posteriormente como caracteristica dagsl{eori et al., 2003).

Nos ultimos anos, o conhecimento sobre as Treglsliavenormemente e a atividade
dessas células € o centro da atencdo de boa peartpedquisadores em diversas areas da
Imunologia. Varios trabalhos tém demonstrado quecéslas Treg estdo envolvidas na
regulacdo da reatividade aos auto-componentes eontole de doencas autoimunes,
alérgicas e inflamatorias tanto em animais experigie como em humanos. Elas também
tém sido demonstradas na imuno-modulacdo de respasunes a patdgenos e tumores
(Nomura e Sakaguchi, 2005; Sakaguchi, 2005).
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Alguns mecanismos de supressado exercidos pelalBgélueg j4 estdo elucidados,
principalmente em estud@s vitro, mas o tema ainda é foco de intenso debate eipas@e
forma geral, podemos descrever que as Tregs agbmdao outras células T diretamente ou
indiretamente através das APCs.

As Tregs possuem alta expressdo da cadeia alfacéptor de IL-2 (CD25), e assim
competem e sequestram essa citocina que € um anpofator para a sobrevida do linfécito
T, impedindo, portanto, a proliferagdo de outragokitos (Thornton et al., 2004). Além
disso, as Treg produzem quimiocinas que atraema®wélulas T para sua proximidade,
facilitando a sua acdo supressora direta. Os sfaitpressivos das ceélulas Treg podem
também envolver a indugcdo de morte celular nadalivo pela liberagdo de granzima e
perforina (Cao et al., 2007). As Treg podem aintgrapor meio de TGB- presente na
membrana (Nakamura et al., 2001) ou de citocimasinorreguladoras (IL-10 e TGF-beta)
secretadas.

A expressao constitutiva de CTLA-4, molécula horgal@ao CD28 e que se liga ao
CD80 e CD86 das APCs, é outra caracteristica dagsT(iTakahashi et al., 2000). O contato
por essa via exerce um efeito inibidor na APCvasada transducdo de sinais negativos ou
ainda atraveés de trogocitose, processo em que &cutas de superficie das APCs sao
extraidas e degradadas pela Treg durante a sinaps®logica (Qureshi, 2011). Foi
observada uma diminuicdo da expressdo de molédeldsIHC de classe Il nas células
dendriticas, além das moléculas co-estimuladora80C® CD86, quando em contato com
células de propriedades supressoras (Vendetti, @08l0). Portanto, a inibicdo da capacidade
funcional das APCs é uma das formas das Tregs pledima ativacdo de outras células T.
Outra possibilidade que envolve as células apraderds é a co-apresentacao de diferentes
peptideos pela mesma APC para Tregs e linfocitogrgens, o que, juntamente com a
producdo de citocinas anti-inflamatorias, leva ibi@gdo de linfécitos convencionais ou até
mesmo a sua diferenciacdo em novas células regaafbaams et al. 2000; Cederbom et al.
2000).

De fato, além das células que emergem do timo céreg e sdo denominadas T
reguladoras naturais (nTreg), tem sido descritajasegdo de capacidade supressora por
linfocitos nos o6rgaos linfoides periféricos (Blumst e Abbas, 2003). Essas células séo
induzidas ao longo da vida pelo contato com antig@xternos por vias tolerogénicas ou em
eventos inflamatoérios cronicos e estdo claramemteleidas na assimilacdo fisioldégica de

novos antigenos e também na resolucdo ou contmlgedpostas inflamatérias. Tais
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populacbes de células reguladoras medeiam suaad®ipor citocinas anti-inflamatorias
secretadas ou expressas na superficie (BGAP) e sdo conhecidas como células
reguladoras induzidas (iTreg). As citocinas sedesall-10 e TGH3 tém uma acéo
supressora importante sobre a atividade de lim$clt, macrofagos e células dendriticas.
Assim, elas podem inibir a acdo de outras célulastdmbém de células ndo linfoides que
participam da atividade imunoldgica. A avaliacdo tanscriptoma e a caracterizacao
molecular e funcional mostra certo grau de sindkde entre as Treg induzidas e as células
Treg naturais, mas o tema ainda € amplamente deba# literatura (Bilate e Lafaille, ;
Feuerer et al.). Alguns experimentos demonstrandaciéo de células iTreg vivo ein vitro

e fatores como o TGP; acido retindico e anti-CD3 podem atuar na coraeede células T
CD4'CD25- em CDACD25" com capacidade reguladora pela inducéo do fattmadscricéo
FoxP3. Recentemente, o grupo de Lafaille demongjusua geracao de células reguladoras
na periferia é suficiente para o controle da autoiclade patologica. A partir de estudos
inovadores, esse grupo busca identificar moléadpsazes de diferenciar as nTreg das iTreg
e assim melhor compreender a participacdo dess&tipasi celulares em diversos eventos
imunologicos (Weiss et al., 2012).

Dentre as iTregs, podemos destacar as que expre§&aR3 na superficie
(CD4'LAPY), estdo presentes em camundongos saudaveis e mmfeexpandidas apds
estimulacdo pela via mucosa. O LARt€ncy associated peptidé um propeptideo que esta
associado ao dominio amino terminal do T&Hormando um complexo latente dessa
citocina. Quando essa forma precursora é liberadaédula, ela € clivada pela enzima
trombospondina 1 e o TGF-ativo é liberado. Esses linfocitos T LARram descritos ha
alguns anos como moduladores da atividade de sélllanflamatdrias em modelos
experimentais de colite e autoimunidade (Nakamtia.£2001; Ochi et al., 2006; Oida et
al., 2003). Em um recente trabalho publicado peksa grupo, mostramos a importancia das
células CDALAP™, induzidas pela administragdo oral do antigeno @3SRo controle da
encefalomielite autoimune experimental, um modelsino de esclerose multipla (Rezende
et al., 2012).

A geracéo e participacao das iTreg, mas ndo dagnmp fendbmeno da tolerancia oral
foi experimentalmente demonstrado pelo grupo de lataille, trazendo novo impulso para
exploragdo desse efeito que representa a conseguéais comum do contato com antigenos
da dieta e da microbiota intestinal e constitui (pr@missora abordagem para intervencoes
imunorreguladoras (Mucida et al., 2005; Curottd.dtaille et al., 2008).

12



2. O tecido linfoide associado a mucosa e a toleranaaal

As superficies mucosas do organismo recobrem ues G@m vezes maior do que a
area da pele e somente no intestino delgado hasupeficie de aproximadamente 3G0m
em humanos (Moog, 1981). Além disso, diferentemdatpele, que é coberta por queratina e
um epitélio estratificado, a superficie do intesté& composta de uma Unica camada de
células epiteliais com propriedades absortivastaBto, as mucosas séo o principal sitio de
estimulo antigénico exégeno do organismo, e naorgreendente que estejam associadas a
um extenso, complexo e diferenciado tecido denadoinde tecido linfoide associado a
mucosa (MALT). O tecido linfoide associado ao itites (GALT) € o componente mais bem
estudado do MALT e constitui-se de uma extensaneptaxa rede de células e foliculos
linfoides distribuidas ao longo do intestino emamigacdes estruturais como as placas de
Peyer e a lamina prépria e tem sido o principabfdo nosso grupo de pesquisa. Existem
cerca de 1¥ células linfoides por metro no intestino delgadonano (Mestecky, 1987).
Além disso, a mucosa intestinal abriga, em condi¢d#oldgicas, a maior parte das células
secretoras de imunoglobulinas do organismo, tantohamanos como em camundongos
(Brandtzaeg et al., 1989; van der Heijden et aB87). A mucosa intestinal esta
constantemente exposta a uma grande variedade tdeaisaantigénicos sendo estimulada
por aproximadamente 130 a 190 gramas de proteiinasnsares absorvidas diariamente no
intestino (Brandtzaeg et al., 1998) e que sdo itaptes para a maturacdo imunoldgica.
Animais adultos mantidos sob dieta balanceada ndoteapenas aminoacidos livres
(substituindo as proteinas inteiras) desde o desnagresentam perfil imune semelhante ao
de neonatos, apresentando niveis mais baixos deeliffiA séricas e atrofia de Orgados e
tecidos linfoides, principalmente os associadom#stino delgado (Menezes et al., 2003). A
microbiota autéctone também é outra fonte de efditAo antigénica natural no intestino e o
numero de bactérias presentes no intestino hun@h9 (ltrapassa o nimero total de células
de todo o organismo humano 30 havendo uma diversidade estimada entre trezentas
quinhentas espécies (Guarner e Malagelada, 20@8).tdélos esses motivos, a mucosa
intestinal € o principal local de estimulacdo ditesna imune, e consequentemente a dieta e a
microbiota tornam-se fontes de interferéncia mrgtevantes para a atividade imunoldgica.

A absorcdo do antigeno pela mucosa intestinal madelar através de células M
(microfold cell3, que o conduzem as placas de Peyer, pela passigantigeno atraves do

epitélio e também pela captacdo por prolongamaeritimslasmaticos transepiteliais de células
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dendriticas. Adicionalmente, as DCs intestinaisgnoctaptar antigenos por fagocitose de
enterdcitos apoptoticos. O contato antigénico pelecosa pode levar a trés principais

consequéncias, sendo elas: a) uma reposta imuak dom producdo de IgA secretéria

(imunizacéo local); b) uma reposta inflamatoriatésisca com producdo de anticorpos

séricos especificos (imunizacdo oral) que ocorenap mediante condicbes especiais de
administracdo oral de antigenos; ou c) mais fregueente, um fenébmeno denominado

tolerancia oral (Faria e Weiner, 1999).

A toleréncia oral constitui um evento imunolégiagedeva a geracao de tolerancia aos
antigenos ingeridos e, apesar de ser um mecanigmseajorigina no trato gastrointestinal,
apresenta repercussoes sistémicas, ocasionandoudifu da producédo de anticorpos e da
proliferagéo celular (Faria e Weiner, 2006). O @i relato relacionado a esse fenémeno
foi realizado no inicio do século XX por dois gregandependentes da Franca e dos Estados
Unidos. Esses pesquisadores demonstraram que sdbat@das com leite pela via oral se
tornavam refratarias a reacdo de anafilaxia in@uzidr injecdo intracerebral de leite
(Besredka, 1909) e que a anafilaxia para protedeasvo de galinha (Wells, 1911) e do
milho (Wells e Osborne, 1911) poderia ser prevepigla ingestdo prévia dessas proteinas.
Porém, a natureza imunoldgica da tolerancia ofiamilhor caracterizada apenas em 1946
guando demonstrou-se que a dermatite de contataidalpor dinitroclorobenzeno (DNCB)
era evitada pelo contato prévio com essa substaociga oral (Chase, 1946).

As consequéncias da administracdo de antigenos vimr digestiva foram
sistematicamente estudada a partir da década delafson et al., 1977; Kagnoff, 1982;
Thomas e Parrott, 1974; Tomasi, 1980; Vaz et 87,71 quando o fendmeno passou a se
chamar tolerancia oral. Esta foi definida, entdmm@ um estado imunolégico no qual o
animal torna-se especificamente refratario a imagém parenteral com um antigeno
previamente administrado por via oral. Varios patios da reatividade imunoldgica estao
suprimidos pela tolerancia oral, tais como 0s sidei anticorpos séricos de diversos isotipos
(Vaz et al., 1977), as reacOes de hipersensib#éidbtipo tardia (DTH) (Miller e Hanson,
1979; Titus e Chiller, 1981), o numero de célulasratoras de anticorpos (Richman et al.,
1978; Titus e Chiller, 1981), o ritmo de clareanoedé antigenos da circulacdo (Hanson et
al., 1979a), a proliferacédo de linfocitos T em wdt (Richman et al., 1978; Titus e Chiller,
1981) e a secregao de diversas citocinas (FishrobelLet al., 1994; Faria et al., 2003;
Peron et al., 2010).
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Portanto, ap0s a ingestdo de um antigeno proteda agdo de enzimas digestivas, 0
mesmo € absorvido e, depois de seu processamentgépdas apresentadoras com a
producdo e apresentacao de epitopos em contextiddiso, ocorre a inducéo de tolerancia
oral. Entretanto, trata-se de um fenbmeno complexanesmo ap0s cem anos de sua
descricédo e da realizacdo de centenas de estudaseuanismo explicativo definitivo e que
consiga correlacionar todos os aspectos ja obsesvaal inducdo e manutengao da tolerancia
oral ainda nao foi estabelecido. Esse interessgfat® imunoldgico é foco de investigagédo

do nosso grupo.

2.1 Mecanismos e fatores envolvidos na toleranciaab

A inducdo e manutencdo da tolerancia oral envoleeaperacdo de uma complexa
rede de interagdes celulares no ambiente da mucssde-se que as células T C34&o
essenciais para o seu desenvolvimento. Inicialmentgividade dessas células foi ligada a
producédo de citocinas Th2 (IL-4 e IL-10) em assgimea supresséo da producao de citocinas
Thl (IL-2 e INF¥) (Khoury et al., 1992; Weiner et al., 1994; Cherale 1994). De fato, a
inibicdo de IL-2 e INFy¢ foi um parametro amplamente utilizado para mediucdo de
tolerancia oral em muitos sistemas (Faria et @032 Alpan et al., 2004). Entretanto,
atualmente buscam-se outros mecanismos explicajivo$ujam do obsoleto paradigma Thl
x Th2 com destaque para a participacdo de célidadridicas tolerogénicas e células T
reguladoras (da Cunha e Weiner, 2011). A demorigiragde que o tratamento de
camundongos com FIt3L, um fator de estimulo pareéadas dendriticam vivo, melhora a
inducdo de tolerancia oral (Viney et al.,, 1998)gese um papel importante das DCs no
estabelecimento do fenbmeno da toleréncia oral.upressdo ativa € um mecanismo
importante para a inducédo de tolerancia oral (Weateal., 1994) e é possivel transferir o
efeito utilizando células das placas de Peyer, alo lou dos linfonodos mesentéricos de
animais tolerantes para outros que nao receberantigeno por via oral (Miller e Hanson,
1979; Ngan e Kind, 1978; Richman et al., 1978).mpartancia de células reguladoras na
tolerancia oral foi descrita ha mais de uma dé¢&iaside e Mowat, 2001), mas estudos
orientados para se caracterizar o papel das Tesge processo ainda séo intensos.

A citocina TGFB é um dos mediadores mais estudados j& que esténfreem
abundancia no intestino, sendo importante paralaeguhomeostase epitelial e a troca de

isotipo para IgA. A producdo aumentada dessa oidotwi detectada em diversos estudos
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sobre tolerancia oral (Chen et al., 1997; Faria.e2003; Miller et al., 1992; Weiner, 2001),
demonstrando sua importancia para o desenvolvintkgse fendmeno.

Outra abordagem para se explicar o fenbmeno deatmi@ oral envolve estudos de
ativacdo e de ciclo celular. Verificou-se que, pameiros momentos ap0s a administracédo
do antigeno por via oral, ocorre uma ativacao ahidos linfécitos T e que essa ativacao
envolve a producao inicial de IFNseguida de uma producao prolongada de citocinds Th
(IL-10 e IL-4) e de TGH (Chen et al., 1997). A cinética de ativacdo dogdtitos T
antigeno-especificos é similar quando o antigeradméinistrado por via oral na forma
tolerogénica ou imunogénica. No entanto, o nimeralidisdbes observadas nos linfonodos
mesentéricos € menor quando o antigeno € admduostia forma tolerogénica (Smith et al.,
2002). Foi sugerido que esse menor numero de @éwiaPos a inducdo de tolerancia oral é
devido a um bloqueio do ciclo celular nessas cgJufaplicando num papel fundamental de
elementos limitadores da progresséao do ciclo aghaea o estabelecimento da tolerancia oral
(Sun et al., 2003).

E importante salientar que alguns fatores reladiosao antigeno, ao método e ao
animal influenciam a inducdo e manutencéo da totéaéoral. Sabe-se, por exemplo, que um
regime de administracdo do antigeno de forma caatén mais efetivo do que uma unica
administracao para a indugéo da tolerancia ordtldgan et al., 1984; Faria et al., 2003).
Trabalhos com camundongos transgénicos, com TCE&ciigp para um peptideo da Ova,
demonstram que a ingestdo voluntaria de ovalbummdaz um aumento na producao de
citocinas anti-inflamatoérias, como T@re IL-10, em comparacdo com 0s niveis produzidos
por camundongos que receberam a mesma dose pgegay®arth et al., 2000; Faria et al.,
2003). A idade e ostatus imunolégico também sdo relevantes para o fenédméno.
administracdo oral de antigenos a animais neomstosleva a inducédo de tolerancia oral
podendo; pelo contrario, sensibilizar o animal gataros contatos com o antigeno (Hanson,
1981; Miller et al., 1994; Strobel e Ferguson, 1)9&4senescéncia também afeta a inducao
de tolerancia oral e uma diminui¢cdo na capacidadeugressao induzida pela tolerancia oral
€ observada em camundongos a partir de 25 semaniasdk (Faria et al., 1993), sendo
praticamente ausente em animais idosos (Faria, é198I8). Sugere-se que essa dificuldade se
deva a varias alteragbes que ocorrem no sistemaeiroom a senescéncia, levando a uma
rigidez das interacdes celulares, cuja plasticidddeecessaria para o funcionamento do
sistema imune e consequentemente para a induc&aedancia oral (Faria et al., 1993).

Além disto, o envelhecimento se relaciona a umaug&@u em varios elementos
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imunorreguladores normalmente presentes na muotsstinal tais como IL-10, TGB-e
células CDALAP" (Santiago et al., 2011). No entanto, a adminidtado antigeno de forma
continua por ingestdo voluntaria é capaz de supssar dificuldade e induzir toleréncia oral
em animais idosos (Faria et al., 1998). A toler@rural é facilmente induzida em animais
gue ainda nao entraram em contato com o0 antigeras, ®mM animais previamente
imunizados, a inducéo de tolerancia € mais diftaih animais imunes, a administracao oral
do antigeno pode resultar em respostas imunesddtas (Conde et al., 1998; Hanson et al.,
1979b). Quanto abackgroundyenético, sabe-se que a maioria das linhagenamentiongo

€ susceptivel a inducdo de tolerancia oral, sendooggrau de susceptibilidade parece estar
parcialmente associada ao haplétipo do MHC (Mowat.e1987), mas outros genes também
parecem estar envolvidos (Rios et al., 1988; Vad.e1987). Ha de se notar que todos esses
experimentos foram realizados utilizando-se o @atm de gavagem para a inducéo de
tolerancia oral. Quando utilizamos a ingestdo ooiati notamos que todas as linhagens até
hoje ja testadas pelo nosso grupo séo igualmestet$veis a inducéo de tolerancia oral para

todos os antigenos testados (dados nao publicadosbdratorio de Imunobiologia).

2.2 Efeitos indiretos da tolerancia oral e sua agacao

Um dos grandes desafios para a utilizagcdo da talerdoral no desenvolvimento de
tratamentos para doencas autoimunes esta na idegdid do antigeno responsavel pela
inducdo da autoimunidade patoldgica e na exist@eiaultiplos auto-antigenos nos tecidos
alvo (Faria e Weiner, 1999).

Vaz e colaboradores demonstraram que camundongmsamente tratados com
ovalbumina por via oral se tornavam também refiggaa imunizacdo com um segundo
antigeno nado relacionado (DNP-KLH) se eles fossenunizados com DNP-OVA
concomitantemente com esse segundo antigeno.icahéno foi denominado de “supresséo
cruzada” (Vaz et al., 1981). Posteriormente, Mikecolaboradores, utilizando um modelo
experimental da esclerose multipla humana, a eloceiglite autoimune experimental
(EAE), demonstraram que ratos tratados por via ooah ovalbumina eram capazes de
suprimir o desenvolvimento da EAE induzida pelanimacdo com a proteina basica de
mielina (MBP), quando os dois antigenos (ovalbumina MBP) eram injetados
concomitantemente (Miller, 1991). O mecanismo psbtpdaseava-se na acado de citocinas
supressoras secretadas por linfocitos especifmosipalmente TGH, que agiriam sobre

linfocitos ndo relacionados. O emprego da supredadesposta a antigenos ndo relacionados
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como efeito secundario da tolerancia oral seriatapto, uma alternativa de grande
importancia.

Entretanto, varios resultados s&o incompativeis eomxplicacdo deste fenémeno
somente pela secrecdo de citocinas supressorgedigsas. A supressao da resposta imune
ao antigeno nao relacionado é observada mesmo @uasegundo antigeno € injetado por
via diferente; até 72 h apds o antigeno tolerademecontatos secundarios e terciérios,
mesmo quando o antigeno tolerado foi adicionadeestema imunizagéo primaria. Portanto,
foi proposta a denominacéo de “efeitos indiretosotirancia oral” para enfatizar seu carater
sistémico e marcar a identidade diferenciada déss&meno em 0poSICA0 aos conceitos
anteriores de “supressdo cruzada” e bgstander suppressibnCarvalho et al., 2002;
Carvalho e Vaz, 1996; Carvalho et al., 1994; Cavat al., 1997; Vaz e Carvalho, 1994).
Esses autores demonstraram que os efeitos inddattserancia oral afetam a formacéo do
granuloma em volta dos ovos d8chistosoma mansonno pulmé&o, diminuindo
significativamente seu tamanho (Carvalho et alQ22@ também melhora os sintomas da
reacao de enxerto versus hospedeiro (GvH) letad @/8arvalho, 1994).

3. Células apresentadoras de antigeno na mucosa intest

Apesar do reconhecido papel da imunidade adaptptiva manutencédo da tolerancia
aos antigenos proprios, cada vez mais percebe-sem@crofagos residentes e células
dendriticas desempenham fung¢fes primordiais neseegso de manutencdo de equilibrio
entre respostas pré e anti-inflamatorias, prinonesite quando se estuda o tecido linféide
associado a mucosa intestinal. O interesse emresetaas propriedades Unicas desses
fagocitos mononucleares relacionadas a adaptag@ssea microambiente especializado da
mucosa tem crescido enormemente nos ultimos anos.

Devido ao fato de que a expresséao de MHC-II, COELE4/80 pode ser compartilhada
entre alguns macréfagos e células dendriticas rasay muitos trabalhos identificaram e
descreveram de maneira equivocada essas APCs, ajastdmos ferramentas multi-
paramétricas que permitiram melhor compreensaocsGae suas caracteristicas fenotipicas

mas também origem, distribuicdo e funcao.

3.1 Macroéfagos residentes na mucosa intestinal
Apesar de compartilharem muitas propriedades, fegoé de diferentes tecidos adquirem

fenotipo especifico e especializagdo dependendandooambiente tecidual. A mucosa
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intestinal contem a mais abundante populacdo dedfiagos do organismo e essas células
representam grande parte dos leucécitos do intesiltrapassando em grande proporcao as
células dendriticas (Bar-On et al., 2011; Platlgt2010). Os macrofagos na lamina propria
do intestino ou aderidos ao epitélio emitindo daadrtransepiteliais sdo bem adaptados ao
microambiente rico em comensais e com alta drenam@igénica. Sao células com alta
capacidade fagocitica e bactericida, entretantmalmnente ndo produzem mediadores pro-
inflamatorios, mesmo quando estimulados por ligadereceptores do tipo Toll (TLR), por
IFN-y ou por mitdgenos como fitohemoaglutinina (PMA)mmmé o caso de macrofagos
extraidos de outros tecidos (Smythies et al., 280%th, 2010) Essa capacidade de atuar de
maneira ndo inflamatoéria é essencial para mantemaeostase num tecido com rapida taxa
de renovacdo de seus componentes. Além de essempak sua acdo fagocitica, os
macrdéfagos intestinais sdo também importanteselducao de prostaglandina E2 (PGE2)
gue estimula a renovacdo e mantém a integridadeudaira epitelial (Pull et al., 2005) e a
deplecdo dessas células causa intensa inflamatg@tinal (Qualls et al., 2006). Outro papel
extremamente relevante dos macréfagos € a prodigg&iitutiva de IL-10 (Takada et al.,
2010; Murai et al., 2009; Denning et al., 2007)p@na essencial para o funcionamento
equilibrado do tecido linfoide associado ao intestiA producéo de IL-10 pelos macrofagos
intestinais parece ser responsavel pela diferefcifinpal e manutencédo de Tregs na lamina
propria (Murai et al., 2009; Hadis et al., 2011)prtBnto, os macréfagos residentes
contribuem para o equilibrio na mucosa atravésrddugao de fatores imunorreguladores e,
sem desencadear respostas inflamatorias, elimiraotérias comensais que ultrapassam a
barreira epitelial.

Essa atividade inflamatoria relativamente redutesa sido alvo de muitos estudos que
visam entender processos patolégicos na mucosacd?aaver mecanismos adicionais de
controle da transducdo de sinais ou na execucdespestas inflamatdrias nessas células,
porém pouco ainda se sabe a respeito.

Os macroéfagos intestinais sao derivados e repg@sinsnondcitos circulantes, mas a
taxa de renovacdo desses fagoécitos residentes medic@es normais € muito reduzida.
Entretanto, durante processos inflamatorios e @deos a composicdo de macréfagos pode
mudar muito, com grande migracdo de mondcitos acgerde células mais responsivas a
ligantes de TLR, produtoras de citocinas e de cquomas pro-inflamatérias (Platt et al.,
2010; Weber et al., 2011).
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3.2 Células dendriticas na mucosa intestinal

Desde a sua descri¢cdo nos anos 70 (Steinaman ¢ T3#8) caracteristicas funcionais
Unicas vem sido descritas para as células dera¥rit@evemos destacar particularmente o
papel na inducéo e regulacdo da resposta imunsupasficies mucosas. Enquanto possuem
um perfil imaturo na mucosa e estdo posicionades gaptar antigenos externos, apos sua
ativacdo por estimulos microbianos, essas célwéens um processo de maturagdo e
expressam altos niveis de complexos MHC-antigemodugzem inameras citocinas,
expressam moléculas de adesao e de co-estimulagdgueem alta capacidade migratéria
para zonas ricas em células T. Essas caractesigtistificam seu reconhecido papel de
células apresentadoras profissionais que direciandiferenciacdo de células CDefetoras,
incluindo Thi, Th2, Th17, mas também células T kadpras e células T CD8Coombes e
Powrie, 2008).

A ativacdo de células T por DCs se da através daicacao da coestimulacao via
CD80 e CD86, da interagcdo MHC-TCR e das citocimadyzidas como IL-12, IL-23 e IL-6.
Entretanto, essas células sdo também capazedieiativacdo e expansao de linfocitos ou
ainda induzir respostas anti-inflamatorias e esteeqe ser o seu perfil padrdo em tecidos
saudaveis sem a presenca de inflamacédo patolddesia forma, a constante captacdo de
corpos apoptoticos, proteinas sollveis exdégena® @mmponentes alimentares e bactérias
comensais permitem que DCs sob condi¢des nao iaftaias contribuam para a tolerancia
periférica. A participacdo das DCs nesse processo de manutencdo da homeostase
intestinal se da, por exemplo, através de elimmadé células T especificas, inducdo de
Tregs e na participacdo de resposta de IgA se@ejde controla a exposi¢do a antigenos e
comensais. Os mecanismos para desempenharem tadedu estdo relacionados a
capacidade de produzir IL-10, TG&-acido retindico e expressar moléculas tolerogénic
como CTLA-4 e PDL-1 observada em alguns subtipoP@s (Kelsall, 2008; Tezuka e
Ohteki, 2010).

Contudo, para realmente entendermos as diversas agdempenhadas pelas células
dendriticas, é importante reconhecé-las como umdifade células composta por diferentes
subpopulacdes que foram definidas baseando-se egenorontogenética, fendtipo,
localizagéo, expressao génica e funcao (KelsallgR0

Em termos de origem, basicamente as células deadritem camundongos, sao
derivadas de precursores circulantes como mon¢cprs cDCs (precursor de células
dendriticas convencionais) e pDCs (plasmacitéidele e originaram de células
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hematopoiéticas primordiais da medula 6ssea e depemnle fatores de crescimento como
ligante de FIt3, GM-CSF e G-CSF. Os mondcitos podeginar além de macrofagos, DCs
F4/80CX3CRI na mucosa e, em condigdes inflamatorias, a paatjéio de mondcitos na
diferenciacdo de DC pro-inflamatérias pode se altsignificativamente (Rivollier et al.,
2012). Pré-cDC podem originar diversos subtiposcélellas dendriticas dependendo do
tecido, incluindo as que sdo CD1@8se distribuem nas placas de Peyer e na lamipaigr

A distribuicdo nos diversos compartimentos da mactsmbém demonstra o grau de
especializacdo das células dendriticas. As plaeaBeyer e os foliculos linfoides isolados
recebem antigenos e bactérias que ganham aceasésatle células M. DCs nesses sitios
participam da inducéo de células B produtoras deelgambém migram para areas ricas em
células T ap0s ativacao via receptores da imunideda. DCs expressando ou ndo CD11b e
CD103 estao distribuidas pela lamina prépria destito. Células dendriticas e macrofagos
especializados na captacdo de particulas atravesextensdo de prolongamentos
citoplasmaticos por entre as células epiteliais €8CRICD103 e representam um
mecanismo adicional de interacdo antigénica cormoogonentes em transito intestinal. Em
contraste com essas APCs intimamente associadepitétio, DCs CD103 presentes em
regides mais profundas na lamina propria possutanata de reposicdo e migram para 0s
linfonodos mesentéricos num mecanismo dependent€CGR7, onde ativam células T e
podem induzir moléculas que facilitam a migracadirdfécitos para a mucosa intestinal pela
inducdo de CCR9 ea4B7 nos mesmos (Coombes et al, 2007). Células
CD11¢CD11b'CD103 sdo particularmente capazes de induzir a difeagéioi de Tregs
gracas a sua capacidade de produzir acido retin®iddGFf e estdo envolvidas no
desenvolvimento de tolerancia aos antigenos ingeriCoombes et al., 2007; Sun et al.
2007; Mucida et al., 2007). Entretanto, em condigdlamatoérias, as DCs nos linfonodos
drenantes também contribuem para gerar respostgsodbhl ou Th17 (Cerovic et al.,2012)

E importante também considerar a contribuicdo Bigiva do microambiente para a
diferenciacdo das células dendriticas. No intespadicularmente, sinais provindos da
microbiota, do epitélio, de fibroblastos, de maagafs e de células T sdo fontes importantes
para o condicionamento das DCs. A ativagdo anodea@élulas dendriticas e disturbios nos
sinais tolerogénicos da mucosa estdo intimamengeioaados ao desenvolvimento de
inflamacéo patolégica, como é o caso das doendmmitorias intestinais (Strober et
al.,2002; Coombes and Powrie, 2008)
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4. Proteinas de Choque térmico (HSPs)

O resultado da administracdo de antigenos porralaéadependente de varios fatores,
dentre eles o antigeno utilizado. Uma grande vadedde antigenos ja foi usada para a
inducéo de tolerancia oral e atualmente nosso gemanvestido na utilizacdo da proteina de
choque térmico de 65kd (HSP65).

As HSPs (heat shock proteins) constituem uma cldss@roteinas evolutivamente
conservadas encontradas desde bactérias até n@nidérersas familias de HSP podem ser
distinguidas de acordo com seu peso molecular: BSASP40, HSP70, etc (Lindquist,
1986). Em condi¢bes fisioldgicas, as HSPs funcionammo chaperonas moleculares,
participando do metabolismo proteico desde a foamalg novas cadeias, enovelamento e a
montagem de subunidades, durante a translocacdeigargara diversos compartimentos
celulares e na remocgao de proteinas desnaturattpsnds HSPs sdo hiperexpressas apos
situacdes de stress celular, como exposi¢céo a tatupes elevadas, patdgenos, deficiéncias
nutricionais, fatores pro-inflamatorios e radicamdativos (Lindquist, 1986; Ellis, 1990,
Santoro, 2000).

Além de sua funcéo no “controle de qualidade” eglubssas proteinas ganham ainda
mais importancia pela sua peculiar capacidade wefénir na atividade do sistema imune
(Walter e Buchner, 2002; Quintana e Cohen, 201dy. $&rem hiperexpressas no timo,
ubiquamente presentes no organismo, altamente pdaduem situacdes inflamatorias e por
existirem naturalmente clones de linfocitos T euBoaeativos que reagem com elas (Birk et
al., 1996; Feige e Cohen, 1991; Caldas et al., R@asiemos incluir as proteinas de choque
térmico (HSPs) num grupo de antigenos consideratdasodominantes. Essa definicdo busca
explicar que para a tolerancia e a homeostase idginas haveria um conjunto de antigenos
principais para os quais a atividade da rede litdoa estaria centrada (Coutinho e Haas,
2001). Dessa forma, a geracdo de células T regasdspecificas para HSPs e para outros
antigenos imunodominantes, seria uma maneira denssimune criar uma hierarquia de
reatividades como mecanismo de se manter a capacdittareparo de tecidos, mas também o
controle da expanséo clonal e da inflamacéo. A BSP6r exemplo, umas das HSPs mais
estudadas quanto a sua capacidade imunoestimulgoimta sensibilizar o sistema imune
como um auto-antigeno, um antigeno exdgeno, urea@or de outras moléculas funcionais e
um ligante de TLRs. Podemos considerar que a HRBA6titui uma via de interacdo e
comunicacao entre 0s componentes do sistema imdesses componentes com o0s tecidos
do organismo (Quintana e Cohen, 2011; Coelho e F20i12)

22



A administracdo de HSP60 e de seus peptideos yam®ral, nasal, intraperitoneal e
subcutanea tem sido testada com sucesso em med@lesmentais de artrite em ratos (van
Eden et al., 2005) e clones de linfécitos T reaiecom HSP60 isolados de pacientes com
artrite reumatoide juvenil apresentam um fenotipp @Blulas reguladoras e secretam
predominantemente IL-10 e TG (de Kleer et al., 2003). A administracdo por eral de
HSP65 em camundongos LDLe alimentados por dieta hipercolesterolémica, Uexauima
reducdo da lesdo aterosclerética e uma diminuied@sposta inflamatoria. Essa melhora foi
acompanhada de diminuicdo de macrofagos e lin®@it€@D4 infiltrantes na lesdo, reducéo
dos anticorpos séricos anti-HSP e aumento da péodde citocinas anti-inflamatoérias IL-10
e TGF§ (Maron, 2002). Em camundongos NOD (non obese tidbam modelo murino de
diabetes autoimune, o tratamento sistémico com Bisp@sencadeia mecanismos
imunorreguladores que melhoram o curso da doengas (Bt al., 1991; Birk et al., 1996).
Além disto, estudos clinicos usando o peptideo €aP7 em pacientes recentemente
diagnosticados com diabetes tipo 1 foram parcialendem sucedidos na preservacao da
funcdo das ilhotas pancreéticas (Raz et al., 22007; Schloot e Cohen 2013).

Como o aumento da expressdo de HSP60 ocorre enalmdnte qualquer condicéo
inflamatoria, células T com perfil regulador e asfieas para HSP60 poderiam ser parte do
mecanismo de controle fisiolégico e terminacdo ekposta inflamatdria (van Eden et al.,,
2005). Valendo-se desse cenario poderiamos utikesse imunorregulador natural do
organismo terapeuticamente para impedir ou comtioflamacdes patogénicas originadas e
mantidas pela ativagdo inadequada de linfocitosE3ta poderia ser a chave para o
desenvolvimento e aprimoramento de agentes imurdutadores para doengas autoimunes.

4.1 Lactococcus lactiprodutores de HSP65

Embora a tolerancia oral seja eficiente no tratamele varias doencas em modelos
animais, os ensaios clinicos em humanos nao tiveramesmo sucesso (Faria e Weiner,
2006). Portanto, um constante aprimoramento nondmento e uso desse fendmeno é
necessario. Uma estratégia promissora € a entregantigenos por via oral utilizando
bactérias lacticas geneticamente modificadas. & alternativa mostra-se segura para uso
na modulacdo de respostas imunes, inclusive em rmspavisto que bactérias como
Lactococcus lactimdo sdo invasivas, tem sido relacionados com agitesflamatorias na
mucosa intestinal e sédo rotineiramente utilizadsda mdustria alimenticia em processos de

fermentacao (Maillard e Snapper, 2007).
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As bactérias lacteas compdéem um grupo de micr@sgws gram-positivos que
incluem espécies deactobacillus LeuconostocPediococcusStreptococcug Lactococcus
dentre outras. Algumas espécies sao também impestamembros da microbiota humana
(Steidler e Rottiers, 2006; Wells e Mercenier, 2008ecentemente esses microrganismos
passaram a ser utilizados como veiculo para agantte antigenos exdégenos nas superficies
mucosas. Além do status GRAS (generally recogrezeshfe) algumas espécies desse grupo
sdo consideradas probidticas (Tsai et al., 20k&pecapazes de aumentar a producéo de IgA
secretéria e estimular células fagocitarias (NeetrKozlowski, 2006). Outra importante
caracteristica dessas bactérias é o fato de n&uipa® LPS na constituicdo de sua parede
celular, o que elimina os riscos de choque por txidw e efeitos pré-inflamatérios
indesejados (Mercenier et al.,, 2000). Nesse ctmteArios grupos de pesquisa utilizaram a
engenharia genética para a producdo de proteinastetesse como citocinas, enzimas,
alérgenos e diversos antigenos utilizando essasrizac(Nouaille et al.,, 2003; Bermudez-
Humaran, 2004).

N&o so pela sua importancia econémica e por seu@méo ser humano,l@ctococcus
lactis constitui o organismo modelo no estudo das bactérias lactioata-se da espécie
melhor caracterizada e ideal para a producédo déamlals heterdlogas por apresentar poucas
proteinas secretadas (Van Asseldonk et al., 19986), um microrganismo de f&cil
manipulacgéo, ter sido a primeira bactéria lactig@@ genoma foi sequenciado e contar com
um grande numero de ferramentas genéticas ja ddselas (De Vos, 1994; Duwat et al.,
2000; Bolotin et al.,, 2001).

A possibilidade de se potencializar os efeitos aardncia oral utilizando-se essa
estratégia de entrega de antigenos foi demongpeldaadministracéo de lactis capacitada
a produzir ovalbumina (Ova). A inducdo de toleranespecifica para ovatilizando a
bactériaL.lactisOva se mostrou eficaz para o controle da proli@racelular antigeno
especifica e gerou maior producdo da citocinasOlLelformacdo de iTregs quando
comparada a administracéo soltvel da proteina (elgige et al., 2007). O mecanismo pelo
qual L lactis € capaz de expandir a capacidade tolerogénica wt@sa ainda ndo esta
esclarecido, mas podemos propor que haja uma imuthdacédo das APCs, maximinizando
a manutencdo do ambiente propicio a geracao de.T(tegibregtse et al., 2007). Em estudo
clinico com pacientes com doenca de Crohn, a adiragéo dé.. lactis capaz de produzir a
citocina anti-inflamatéria IL-10 mostrou-se umaratggia segura e capaz de melhorar o

guadro clinico da doenca (Braat et al., 2006).dPbot a associacao tlelactise a proteina
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de interesse pode ser uma importante ferramenta pamentarmos 0S mecanismos
regulatérios na mucosa, e que trardo efeitos sistdnpara o controle de inflamagdes
patoldgicas.

Com a finalidade de implementar novas utilizacdesebnoldgicas e terapéuticas para
as bactérias lacticas, o grupo de Miyoshi e Azevddsenvolveu um novo sistema de
expressdo e enderecamento protéico para usoLeractis XIES (Xylose-Inducible
Expression SysteniMiyoshi et al., 2004). Esse eficiente sistemiautdizado com sucesso
para gerat.. lactiscapazes de produzir e secretar o antigeno HspBlyclgbacterium leprae
(de Azevedo et al., 2012). Diante da ja comprovssgtpiranca na administracaolddactis e
dos efeitos imunomoduladores desempenhado pelas,H&Ba ferramenta se mostrou
bastante atrativa para uso como alternativa tet@péuara as doencgas inflamatorias.

5. Autoimunidade e imunorregulacao

Ja é amplamente reconhecido que as doencas au&sirséin causadas por disturbios
em mecanismos de geracdo ou manutencdo da tokerémenoldgica. Devido a falhas na
regulacdo das células efetoras pelos mecanismosai®ode seu funcionamento, o sistema
imune, principalmente por meio dos linfécitos, pass ativar respostas inflamatorias
destrutivas para autocomponentes. Quando as las6etetem tecidos de dificil regeneracéo
provocam um dano ainda maior. Este é o caso daresel multipla, na qual as principais
células atingidas séo neurbnios e, como estesaggmeram, ocorrem perdas permanentes em
funcdes primordiais do sistema nervoso central@hit e Zipp, 2014). Como outro exemplo
a diabetes tipo 1, na qual as célufagancreaticas produtoras de insulina sdo alvo de
destruicdo levando a deficiéncia progressiva dessadnio (Eisenbarth, 1986).

A partir da concepcéao de que a tolerancia imunosbgonstitui um mecanismo ativo e
gue a participacao de células reguladoras € fundai@esse processo, torna-se interessante
explorar vias imunorreguladoras capazes de restaueapandir a atuagdo desses linfocitos
em condi¢Oes de desordens autoimunes. Com a desdégeracdo de Tregs na periferia,
abre-se uma tentadora janela para se alcancar @ggdivo. Conforme discutido
anteriormente, o tecido linféide associado a muéogarticularmente um importante sitio de
desenvolvimento de Tregs e que DCs intestinaiscedjmadas (CD103 promovem nas
células T a expresséo do fator de transcricdo Faka®és de um mecanismo dependente de
TGF (fator de crescimento transformadf)re acido retindico, um metabdlito da vitamina
A (Coombes, 2007; Mucida et al.,2007).
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Portanto, a caracterizacdo e estimulo dos mecasisiaoatuacdo desses linfocitos
reguladores durante as respostas imunologicascipsimente no contexto de doencas
inflamatorias, permitiia 0 desenvolvimento de imémcdes seguras, personalizadas e
duradouras através do aumentgdol das Tregespecificas parantigenos relevantes.

Assim, utilizar a via oral para administracdo ddoaantigenos, jA que a mucosa
intestinal € comprovadamente um sitio privilegig@oa a indugéo de tolerancia e células T
reguladoras, € uma abordagem promissora no tratarderdoencas autoimunes.

A metodologia de se evitar doencas inflamatoriasiteimunes por meio de lactis
produtor de HSP65 (HSP65-LL) foi utilizada recend@te em nosso laboratério e se mostrou
eficiente no controle da encefalomielite autoimerperimental (EAE - um modelo murino
de esclerose multipla) (Rezende et. al., 2012) epie experimental (Gomes-Santos, 2014).
No caso da EAE, utilizamos a imunizacdo com a ghoteina associada a mielina (MOG)
juntamente com o adjuvante completo de Freund (GFAJna imunizacdo adicional com
toxina pertussis, um agente que perturba a baeiraatoencefalica e possibilita o ataque ao
SNC. A colite é induzida pela administracdo oralD&S (Dextrano sulfato de sdédio), um
agente irritante e que tem efeitos toxicos no kpigerando um quadro similar a colite
ulcerativa.

Entretanto, tanto a EAE quanto a colite sdo modeidsizidos em camundongos
C57BL/6. Portanto, nosso préximo desafio seria pagdiar o efeito imunomodulador do LL-
HSP65 em um modelo crénico e espontaneo de doemgianane, e devido a sua relevancia
clinica, complexidade e auséncia de tratamentomiitids no controle da patogénese,

passamos a investigar a diabetes autoimune.

6. Diabetes Mellitus

A Diabetes é uma doenca crbnica cujo carater pahé& a hiperglicemia. Pode ocorrer
devido a producao deficiente de insulina pelo péasiou quando 0 organismo ndo consegue
utilizar perfeitamente a insulina que produz. Aulita € um hormonio produzido pelas
célulasB das ilhotas pancreaticas e € responsavel poraregulivel de glicose na circulagédo
sanguinea. A alta concentracdo de glicose na agéal (hiperglicemia) é o efeito comum da
diabetes ndo controlada e pode levar a sérios daoosrganismo. Dentre os sintomas
caracteristicos da doenca estdo a grande excrezaarimh, sede excessiva e sensacao
constante de insaciedade (Eisenbarth, 1986; Saleral., 1986).
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A diabetes esta se tornando a epidemia do sécjfdcafeta cerca de 246 milhdes de
pessoas em todo o mundo. Até 2025, a previsaog@alesse numero chegue a 380 milhdes.
Estima-se que boa parte das pessoas que tem dialeteonhece a sua propria condicéo.
Estima-se que em 2004 cerca de 3,5 milhdes degeetmtham morrido por consequéncia de
altos niveis sanguineos de glicose. O gasto mupdral o tratamento da diabetes também é
um fator crescente. Estima-se que em 2007 gast@@zéilhdes de dolares no tratamento e
prevencéo da doencga e suas complicagées. (WHO) 2011

A Diabetes Mellitus pode ser classificada em tipe lipo 2 e ambas tem como
caracteristica principal a hiperglicemia, o quegyodusar sérias complicacdes para a saude,
incluindo cetoacidose, faléncia renal, doencasiaead, derrame cerebral e cegueira. A
diabetes do tipo 2 é normalmente associada comdaloiesou a idades mais avancadas, e é
principalmente resultado da resisténcia a insulijpando as células musculares ou adiposas
nao respondem adequadamente a insulina produzataourro lado, a diabetes tipo 1
(também referida como diabetes autoimune ou inswl@pendente) se inicia antes dos 30
anos de idade e é, portanto, também chamada deteliglivenil, mesmo sabendo-se que ela
pode ocorrer em qualquer idade. A diabetes tipoumé doenca autoimune cronica que
acomete individuos geneticamente suscetiveis epgde também ser desencadeada por
fatores ambientais, como infec¢Bes virais. Céluassistema imune causam o dano e
destruicdo das ilhotas de Langerhans no pancreagieoreduz ou elimina totalmente a
producdo de insulina. A incidéncia dessa doenca daamentado em todo o mundo nas
Ultimas décadas e a uma taxa de 5,3% nos EstaddsdJmpor exemplo (van Belle et al.,
2011). Apesar da diabetes tipo 1 ser responsaveqjpenas 5 a 10% de todos os casos de
diabetes, ela constitui uma doenca grave e crose@iciando mais cedo que a diabetes do
tipo 2 e com importantes consequéncias a curtmgol@razo. Trata-se de uma das doencas
cronicas mais comuns na infancia (Gale, 2005) e eenstitui um de seus principais
agravantes visto que um continuo monitoramentoegliga e permanente reposi¢cdo exégena

de insulina se fazem necessarios.

6.1 O modelo experimental de diabetes tipo 1

Devido a complexidade da etiologia, patogénese idarle da diabetes tipo 1 e a
limitag@o dos estudos clinicos, os modelos anis@itrnaram de fundamental importancia.
Muitos aspectos da doenca foram elucidados prilmgrste apos o desenvolvimento do

camundongo NODnn obese diabefi@a partir de intercruzamentos da linhagem propansa
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catarata Jcl:ICR na década de 80 (Makino et aBQX19D camundongo NOD é um excelente
modelo de doencga autoimune e uma importante fenangara se entender e explorar os
mecanismos de tolerancia. O valor dessa linhagemahileve-se ao fato de desenvolverem
espontaneamente a diabetes autoimune, a qual dilhgarnuitas similaridades a doenca em
humanos, incluindo a presenca de autoanticorposcégms para antigenos do pancreas,
células T autorreativas e a participacdo do commengenético na suscetibilidade a doenca.
Durante os ultimos anos, pesquisadores utilizanaia variedade de ferramentas para estudar
esse camundongo, incluindo modelos transgénicosnetigamente deficienteknpckouts)
para determinados genes de interesse. Essas fatemnmeelhoraram profundamente o estudo
e o0 conhecimento acerca dos mecanismos fundameiatai®enca (Anderson e Bluestone,
2005; Makino et al., 1980).

6.2 Componente genético e patogénese da diabetps tl

A defini¢édo clinica da diabetes do tipo 1 € baseanaivel elevado de glicose, mas
para explicar essa condi¢cdo € importante entendeonpoocesso patoldgico que leva a perda
das célulag3. O acometimento é precedido por uma fase denomimasllite na qual
macrofagos, células dendriticas, células NK e asglill se infiltram e posteriormente iniciam
0 ataque as ilhotas pancreaticas. Falhas nos mewaside tolerancia imunologica e a
ativacdo anormal de linfécitos T em individuos stiseis leva a uma resposta inflamatoria
contra antigenos expressos pelas céfglasuma resposta imune humoral com producéo de
auto-anticorpos. Acredita-se que essa respostddget® inicia-se dirigida a um repertério
limitado de antigenos e expande-se para alvosoadiisi, 0 que acentua o estado inflamatorio
e patogénico.

Defeitos na selecdo negativa de timécitos ou nacger de Treg no timo ja foram
propostos como eventos causais da autoimunidadehbates (Bluestone et al., 2010). Eles
poderiam estar relacionados a mutacdes no g¢RE ou a uma ligacdo ineficiente de
epitopos proprios ao MHC (Stadinski et al., 208¥)ntudo, utilizando o camundongo NOD,
relatos mostram que nao ha diferenca na frequéectzlulas T reguladoras (Mellanby et al.,
2007) e que a selecdo negativa esta funcional (Mimgau et al., 2012) nesses animais. A
tendéncia mais recente é investigar defeitos sgdos no controle da sinalizacdo apds a
ligacdo do TCR ao antigeno ou em fatores de sokieeia para Tregs, como um possivel

decréscimo na producdo de IL-2 ou em moléculasidmibs como CTLA-4 e PD1,
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responsaveis pelo controle de respostas efetoifasefFal., 2006; You et al., 2008; Shieh et
al., 2009; Grinberg-Bleyer et al., 2010; Johnsoal ¢2013).

Células T patogénicas que invadem as ilhotas rexamh especificamente epitopos da
insulina. J& foi demonstrado que linfécitos T CR4CDS8 autorreativos destroem as células
produtoras de insulina e sao suficientes parafgans patologia para camundongos NOD
neonatos (Miller et al., 1988; Haskins e Wegmar#96). Os linfonodos pancreaticos séo
considerados o local de ativagéo de células T (@28 €arreando antigenos pancreaticos e 0s
principais e primeiros auto-antigenos identificad@s a insulina e a descarboxilase do acido
glutdmico (GAD). Posteriormente, foram também destro transportador de zinco 8
(ZnT8), proteina relacionada a subunidade catalita glicose-6-fosfatase (IGRP), proteina
de choque térmico de 60kd (Hsp60) e cromogranirfalaskins e Wegmann, 1996; Roep e
Peakman, 2012). Essa ultima é a fonte do epitoponhecido pelo clone autorreativo
BDC2.5 isolado do camundongo NOD e muito utilizao modelos de transferéncia de
diabetes.

Os mecanismos efetores de destruicdo das célulapmecreaticas envolvem a acéo de
citocinas pro-inflamatoérias como IL3le TNF4, a liberacdo de radicais livres, a acdo de
granzima e perforina e a inducdo de apoptose W& &s-L (Mathis et al., 2001; Rabinovitch,
1992; Rabinovitch e Suarez-Pinzon, 1998). A comtidestruicdo das ilhotas e a reducédo
significativa da massa de céluldsfentre 70 a 90%) ocasiona a perda progressiva da
capacidade secretéria de insulina e possivelmenta astado de deficiéncia absoluta desse
hormonio (Tooley et al., 2012).

Polimorfismos em muitosloci génicos ja foram identificados e associados a
suscetibilidade a doenca em humanos e em animai®tdios(denominados locidd, de
insulin dependent diabefedDestacam-se genes MHC de classe | e Il e também genes
associados a imunorregulacdo, coAiRE, IL-2r, CTLA-4 PD-1. Interessantemente muitas
alteragbes sédo compartilhadas entre os camundd@@s e os pacientes, o que reforca a
importancia desse modelo animal (Concannon e2@0D9; Wicker et al., 200Bluestone et
al., 2010). As proteinas codificadas por essessggestdo envolvidas na regulacdo da ativacao
de linfécitos durante o reconhecimento do antigesio TCR.

Evidéncias mais recentes indicam que alteracogeregiicas induzidas pelo ambiente,
como padrdes alterados de metilacdo de DNA, camnibpara a expressao génica anormal
em células especificas, contribuindo para a peraatoterancia e acometimento pela

autoimunidade em individuos geneticamente pré-disgoHewagama e Richardson, 2009).
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Portanto, a avaliacdo de fatores genéticos e eftiges € importante para o completo
entendimento da instalacdo da diabetes.

Apesar da importancia do componente genético,datambientais contribuem para o
desencadeamento da diabetes autoimune. De certe,f@a exposicdo a patdgenos se
relaciona inversamente a incidéncia e a gravidadelaknca. Em camundongos NOD, a
incidéncia da doenga aumenta a medida que os ang&aimantidos em condi¢des de maior
controle sanitario e da microbiota (Okada et @1®. Os mecanismos envolvidos nessa
relacdo entre o estimulo microbiano e autoimuniaeeséo totalmente esclarecidos, mas as
vias de reconhecimento de padrées moleculares (RAMPrincipalmente os TLR
desempenham papel fundamental (Wen et al., 20@8)jc#armente a microbiota intestinal e
a dieta parecem ser relevantes para o contextmelacd. O reconhecido papel da mucosa
intestinal para a tolerancia imunoldgica, a complexdinamica rede de interacfes celulares e
moleculares nesse microambiente e a drenagem tge@o$ para o linfonodo pancreatico
(Turley et al., 2005) reforcam a importancia desino no desenvolvimento da diabetes. De
fato, permeabilidade aumentada, inflamacé&o subeli@idefeitos no funcionamento de APCs
e na geracdo de Tregs sdao comumente observadogestino de animais e também em
pacientes diabéticos (Alam et al., 2010; Badanal et2011; Malaisse et al., 2004; Vaarala,
2011).

Varios subtipos celulares estdo presentes noraddt inflamatério e estdo envolvidos
no desencadeamento e progressao da patologia. Wmuklcde APCs em torno das ilhotas
coincide com a leséo inicial, precedendo um prairesnfiltrado linfocitario e destruicao
das células beta. Defeitos na ontogénese panae@ianyai et al., 2008) e falhas no
mecanismo delearanceapoptotico por macréfag@Maree et al., 2008; O'Brien et al., 2002)
sdo descritos em camundongos NOD e podem contrgars a ativacdo de células T
autorreativas por DCs que apresentam antigenodhdaéas no linfonodo pancreatico apos
uma onda de morte descontrolada de células betdeyTat al., 2003). Alguns grupos
apontam defeitos funcionais e fenotipicos nas agldiendriticas de camundongos NOD e
pacientes de diabetes tipo 1 que poderiam justiiativacdo anormal de linfocitos pela acéo
imunogénica dessas APCs

Portanto, uma analise ampla e minuciosa dos fateresecanismos envolvidos na
diabetes autoimune permite concluir que fatore®tims e de desenvolvimento, a qualidade
da estimulacdo antigénica — principalmente via mace e a falha em mecanismos de

regulacéo contribuem para o seu desenvolvimenta @atogénese.
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6.3 Tratamento disponivel e novas perspectivas

O tratamento atual para a diabetes do tipo 1 éaasea reposicdo exdégena de insulina.
Entretanto, complicacbes agudas e secundarias ag@ia inevitdveis e provocam
impedimentos na qualidade de vida e uma necessidaseente de cuidados médicos a
medida que a doenca progride. Além disso, a magiitede uma taxa normal de glicose
circulante requer o seu monitoramento constantenfiz necessaria a perfuracdo capilar e
injecdes de insulina que chegam a cerca de mikpor Esse fato demonstra o impacto do
cuidado com o controle da doenca nos pacientesada®t principalmente quando
consideramos que mais da metade dos pacientesodimgidos s&o criancas e salienta a
necessidade de novas estratégias terapéuticaa geaetes o tipo 1 (Phillips et al., 2011).
Algumas estratégias experimentais e ensaios ctinientaram corrigir provaveis defeitos
imunologicos envolvidos no desenvolvimento da diedeDesde o0 uso da ciclosporina para o
tratamento de pacientes (Stiller et al., 1984), tosuitratamentos imunologicamente
direcionados foram desenvolvidos visando antigespecificos ou imunomodulagéo global.
Esses tratamentos baseiam-se na ideia de elimmaiaiivar células patogénicas ou
potencializar células reguladoras. O objetivo géredstabelecer a auto-tolerancia e prevenir
a destruicdo das célulspancreaticas. Nas Ultimas duas décadas, a gramdiec& do
conhecimento sobre a patogénese da diabetes permitdesenvolvimento de novos
tratamentos imunomoduladores. Algumas interventgrapéuticas foram desenvolvidas em
camundongos NOD visando uma possivel traducdo edtugdo de tratamentos clinicos.
Nesse modelo animal, o tratamento preventivo aal anti-CD3 (Ishikawa et al., 2007), a
administracdo nasal ou subcutanea de insulina éDanWegmann, 1996} o tratamento
subcutaneo com HSP@E&lias et al., 1997joram eficientes na diminuicdo da incidéncia da
doenca. Ensaios clinicos usando anti-CD3, anti-C@Pagonistas de CTLA-4 resultaram na
manutencao transiente da producédo de insulina, apgs, o tratamento, muitos individuos
reverteram para a progressiva destruicdo das sdbegl@ pancreaticas. (Herold et al., 2005;
Pescovitz et al., 2009; Keymeulen et al., 2010; a@rfet al., 2011). A administragcéo
subcutanea de um peptideo da HSP60 foi utilizadaeesaio clinico e mostrou efeitos
positivos em pacientes recentemente diagnosticéeles et al.,, 2006)Portanto, também
para a diabetes autoimune, as HSPs se mostram ocoongoonentes-chave de

imunorregulacao.
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Entretanto, apesar de muitos estudos mostraremlmente resultados promissores, até
agora nenhuma estratégia se mostrou eficaz o exutiicpara aprovacdo definitiva para uso
clinico (Tooley et al., 2012).

Um fator complicador na pesquisa da diabetes autwene a escolha dos controles
saudaveis. Para estudos clinicos, a tarefa ja iéil difiante da variabilidade de fatores
ambientais e genéticos entre individuos saudaviEimbém os pacientes. A diabetes tem se
mostrado com uma patologia heterogénea com m@tgaleacteristicas fenotipicas e variacao
Nnos processos patogénicos em humanos. Nos modeloais, muitos estudos utilizaram
linhagens controle ndo diretamente relacionadacaosundongos NOD (como BALB/c e
C57BL/6) na tentativa de revelar correlacdes pastentre diferencas no sistema imune e o
seu papel no desenvolvimento da doenca. Um dos rongos mais intimamente
relacionados sdo os NOR (NOR/LtJnen obese resistantuma linhagem congénica
recombinante em que limitadas regides do genom&@B/LtJ foram substituidas por
por¢coes do C57BLKS/J. Apesar de compartilhar a mpaste do genoma com o NOD,
incluindo o tipico haplétipo de MHC-II H2 e muitos outros loci idd, camundongos NOR
sdo resistentes a insulite e ndo desenvolvem dmbaielos de resisténcia nas regides
residuais derivadas da linhagem C57BLKS e locadigatbs cromossomos 1, 2 e 4 podem
favorecer o estado de resisténcia a autoimunid@dedze et al., 1994). Apesar de muitas
importantes observacdes terem permitido avancosarea, mesmo quando linhagens
congénicas livre de diabetes e que compartiihamHCMo NOD (NOR), ou propensas a
insulite (camundongo NON) sdo usadas, tem sidoildifaduzir as diferencas genéticas e 0s
fenotipos imunolégicos distintos em entendimentactgsivo sobre a historia natural da
doenca.

6.4 Dieta, microbiota e células apresentadoras datigeno na diabetes tipo 1

Na ultima década o interesse sobre o microbiomactescido enormemente e ha um
convincente conjunto de dados mostrando o papdiafaental da microbiota na homeostase
ou na inflamacgéo intestinal. Dado o intimo interb@mentre a microbiota intestinal e o
sistema imune do hospedeiro, ndo é surpresa qamesjfrequentemente correlagdes entre
individuos doentes e alteragcbes na composicdo dosersais. Sabemos que sinais
desencadeados pelos microrganismos sao relevartes fecido linféide associado a mucosa
e que mecanismos da imunidade inata e adaptativaing@ortantes para determinar a

composicao dos simbiontéglaynard et al., 2012).
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Essa relagdo de mao-dupla pode ser exemplificada gemonstracdo de que
camundongos NOD deficientes na proteina adaptadgd88, critica para a transducéo de
sinais da imunidade inata, apresentam mudancasmposicao da microbiota no colon e ndo
desenvolvem diabetes. Entretanto, em condicOedasahe germes, oS mesmos animais
desenvolvem diabetes de forma ainda mais sevemoeica € inibida nos camundongos
isentos de germegdrm fre¢ apds a exposicdo a microbiota de camundongos &4§d8
mantidos em condicdo livre de patdégenos especifiss), que apresenta uma proporcéo
aumentada deBacteroidetes Dessa forma, conclui-se que a qualidade espacifie
estimulacao inata contribui para o acometimenta gelbetes autoimune (Wen et al., 2008).

Do mesmo modo, o tratamento cdhuctobacilli e Bifidobacteria probiéticos previne a
autoimunidade enNOD e induz imunomodulacdo pela producéo Idd0 reduzindo a
gravidade da insulite e a taxa de destruicdo daasf} (Calcinaro et al., 2005).

Uma resposta anormal de células T contra a prapigaobiota foi demonstrada em
camundongos NOD, o que sugere que nao apenas;aéeraa composicao microbiana, mas
falhas em tolerar os comensais poderiam se relaci@rdiabetes autoimune (Alam et al.,
2010).

Aléem da microbiota, o estimulo antigénico diaridagerefeicbes e qualidade das
mesmas sao também reconhecidos como fatores dérini& na atividade imune no intestino
e podem estar envolvidos no contexto da doencadé&stepidemiologicos sugerem que 0
aleitamento materno de curta duracao e a introddegwoteinas do leite de vaca na infancia
aumentam o risco de diabet@&arala et al., 2008). Em outro modelo de diabéf 1, 0
rato bio-breeding a alimentacdo prolongada e exclusiva pela amag@&ot protege
parcialmente do desenvolvimento da doenca (Brugeghah, 2009). Além disso, exposicéo a
antigenos alimentares constituintes do trigo padedesencadear autoimunidade a célglas-
em criangcas com predisposicdo genética (Norrisl.et2803; Ziegler et al., 2003). A
estimulacdo de células extraidas de bidopsias dsstind in vitro com gliadina causou
aumento da expressdo de marcadores de ativacao €IQ02Z89V-1 nas células T de pacientes
diabéticos (Auricchio et al., 2004). Estudos enmeis também sugerem que proteinas do
trigo modulam a ativagao imune no intestino e ¢butpara os mecanismos autoimunes que
levam a diabetes (Chakir et al., 2005; Maurand.e2@05; Funda et al., 2008). Um trabalho
utilizando uma dieta anti-diabetogénica mostrou umaducdo na polarizagdo Thl7 no
intestino e na inflamacao intestinal que estariatacionadas a diabetes em camundongos
NOD (Alam et al., 2010).
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Outros componentes alimentares que ja foram mastraoimo redutores da incidéncia
de diabetes em camundongos sdo a Capsaicina ni@ese pimenta malagueta (Nevius et
al., 2011), e epigalocatequina galato — compodlitepolico do cha verde (Fu et al., 2010).

Entretanto, a dieta é apenas mais um fator insgtistencialmente associado a doenca
e devemos considerar outros mecanismos envolvigosdasregulacdo da homeostase
intestinal, como provavelmente as células quedh@nte contatam todos esses antigenos e
estimulos inatos. Muitas alteracdes nas APCs demaomgos NOD e pacientes diabéticos ja
foram descritas, porém pouco se sabe do comportanee@nomalias dessas células na
mucosa intestinal, onde assumem caracteristicayeddiais e desempenham funcdes

especializadas.

6.5 Desenvolvimento e funcdo neuroendocrina na dietes tipo 1

O papel essencial das células T para o desenvaltinta diabetes € inquestionavel,
visto que a doenca ndo se desenvolve em camunddi@bDsatimicos ou linfopénicos. Do
mesmo modo, diversas interferéncias no funcionaméos linfécitos T séo suficientes para
impedir o estabelecimento da patogénese e a ingeawelulas T originadas de doadores
diabéticos desencadeia e acelera a patologia emnciamgos NOD saudaveis (Anderson e
Bluestone, 2005). Entretanto, o papel da imunidedbptativa poderia ser apenas o estagio
efetor e final de um processo de varias etapassgqumicia desde a ontogenia. Estudos
relacionando a biologia do desenvolvimento e a idade descrevem que tecidos que
expressam embriologicamente o fator de transcridamll apresentam anormalidades
estruturais nos camundongos NOD. Essa observacateri@o explicar alteragdes
morfofisiolégicas nas glandulas salivares, céclepaacreas desses animais. Os defeitos
estruturais na coclea do NOD estéo relacionadosn@pleta perda de audicdo que ocorre
anteriormente ao aparecimento da diabetes. Ja aga@ne as glandulas salivares sao, a
principio, funcionalmente normais, mas apresenti@nagdes estruturais também vistas em
camundongos NOD-SCID. Essas anomalias sdo apergladas apdés o ataque autoimune a
esses 6rgaos. Camundongos NOD contém ilhotas iasa¢éumal formadas antes do desmame
e elas se tornam grandes e de formato irregulaantiro desenvolvimento do animal. A
partir dessas observacdes, o0s investigadores ¢amlgue o desenvolvimento alterado de
uma linhagem de células prediz a resposta autoinautecidos estruturalmente afetados
(Robinson et al., 1996;Rosmalen et al., 2000;Horetaiahe, 2001;Pelegri et al., 2001).
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Muitos pesquisadores também associam alteracfesisiemas enddcrino e nervoso a
diabetes. H& evidéncias de que a inervacdo nasaslipancreaticas sao alvos iniciais durante
a patogénese, e, de fato, os primeiros auto-aptisomndicativos de dano tecidual sdo
especificos para GAD, um antigeno endocrino contipadpo entre ilhotas pancreaticas e
neurénios (Saravia e Homo-Delarche, 2001; HamMghams et al., 2003; Winer et al.,
2003). De acordo com esse ponto de vista, um desemento defeituoso somado a uma
funcdo anormal de macréfagos durante o posterimodelamento tecidual favoreceria a
liberacdo de fatores de estresse e posteriormergdendicionamento de linfocitos auto-
reativos.

Essa ideia de uma perturbacéo fisiologica dasasfiufoi recentemente reforcada por
um estudo de associacdo gendmica ampla (GWAS) eumitiu concluir que tais células
poderiam desempenhar funcao ativa na patogénede apenas serem o alvo da destruicéo.
Novos loci portando provaveis genes de suscetibilidade aetiakforam descritos e estdo
envolvidos com o crescimento da célula beta, comegulacdo do desenvolvimento
embrionério do péncreas, com a via endolisossotoah, as vias de transducdo de sinal e
com a resposta de citocinas (Kutlu et al., 2002irikiet al., 2012; Soleimanpour e Stoffers,
2013).

Portanto para se alcancar o objetivo de claramentender a diabetes autoimune
devemos considerar os recentes relatos de alteragdmucosa e no tecido pancreatico para
elucidar de que forma o componente genético, an@gegdo do tecido pancreatico, o estresse
metabolico durante o desenvolvimento e o desafistante de regulacdo no intestino podem

se relacionar ao quadro patolégico.
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Justificativa e Objetivo



Justificativa

O sistema imune, através da acdo coordenada decesymnentes, dinamicamente
assimila ou elimina antigenos de diversas origemata@rezas. Disturbios nesse fino balanco
de reconhecimento, ativacdo e regulacdo podem gimiéms deletérios ao organismo, como
as doencgas autoimunes. Nesse contexto, algumasascghassam a ativar respostas
inflamatorias destrutivas para autocomponentesddevprovavelmente, a uma falha na
regulacdo das células efetoras pelos mecanismamarsorde tolerancia imunoldgica.
Entender e explorar as vias imunorreguladorasnsgdas do organismo € uma promissora e
desafiadora estratégia para resgatar o funcionanfisitlégico do sistema imune e impedir a
destruicdo de componentes essenciais ao perfeittoftamento do organismo.

Muitos auto-antigenos estao associados as doemt@satorias e autoimunes, porém
dentre eles destacam-se as HSPs, que constituegrupa de proteinas com funcdo de
chaperonas, mas que também exercem grande influgoloie a atividade do sistema imune.
Como o aumento da expressdo de HSP60 ocorre emmlmdnte qualquer condicao
inflamatoria, células T com perfil regulador e espeas para HSP60 poderiam ser parte do
mecanismo de controle fisioloégico e terminacdo eésposta inflamatéria. Assim, saber
explorar a capacidade imunoestimuladora das HSRsnédesafio promissor para 0s
imunologistas.

A Diabetes Mellitus do tipo 1 € uma doenca autoienomde também existe uma
participacdo das HSP como mecanismo de adjuvamiseah@o organismo. Nessa doenca,
ocorrem disturbios da fisiologia metabdlica devaalestruicdo das célulspancreéticas
pela atividade desregulada de linfocitos automweati em individuos geneticamente
suscetiveis. A perda gradual das células produtdeasnsulina acarreta concentracdes
circulantes de glicose elevados com sérias conee@$metabdlicas patologicas. A diabetes
constitui a principal causa de amputacdo de membniasiores, insuficiéncia renal e
cegueira entre adultos, assim como de doencasovasdulares, morte prematura e
mortalidade perinatal. Com isso, sobrevém um gramg@cto negativo para a sociedade e
para a saude publica. As consequéncias do diabesesistemas de saude, considerando-se
tdo somente seus aspectos clinicos, refletem apgnadracdo dos prejuizos causados aos
individuos, suas familias e a sociedade. Além degos diretos da doenga, devem ser
observados os custos indiretos para a sociedadarae @ individuo, tais como: morte

prematura, incapacidade, absenteismo, a diminudgdoetorno da educacao oferecida ao
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individuo, diminuicdo da renda do chefe de uma lfardumento de aposentadorias precoces
e desemprego. O tratamento atual para a diabetépadd é baseado na reposicdo exogena
de insulina. Entretanto, complicagBes agudas eng@cias ainda sdo inevitveis e provocam
impedimentos na qualidade de vida e uma necessidadstante e crescente de
monitoramento da glicemia e de cuidados médicosdida que a doenca progride.

Diante da importancia clinica da diabetes e dassd®de de um tratamento alternativo
com minimos efeitos colaterais, torna-se importaatebusca por novas estratégias
experimentais que permitam reequilibrar os fenémeeinaunoldgicos envolvidos na sua
origem e fisiopatologia. A partir da recente cageztcao de subpopulacdes de células T com
atividades reguladoras, cada vez mais tem sido optap novas abordagens
imunoterapéuticas com enfoque em doencas inflamat@ronicas e autoimunes. Nessa
perspectiva, a utilizagdo do fendbmeno da tolerancé como ferramenta para suprimir a
ativacdo e proliferacdo de linfécitos envolvidos patogénese da diabetes autoimune
experimental constitui um aliado fundamental natatve de se desenvolver métodos
profilaticos ou medicamentos que sejam mais efgpaea o tratamento dessa enfermidade.

A ideia fundamental desse estudo é explorar umapdasriedades importantes da
tolerancia oral: € possivel induzir supressao pat@enos especificos pela via oral, mas essa
supressao atinge também antigenos que se encamramginhanca do evento inflamatério
suprimido. Esse efeito, conhecido como efeito &tdir nos permite induzir supressédo para
doencas inflamatorias com multiplos antigenos allém disto, o tratamento proposto nesse
trabalho é baseado na administracdo de bactéméisa® uma vez que a HSP65 sera
produzida e liberada no trato gastrintestinal daosnais vialLactococcus lactisO uso de
bactérias lacticas e probidticas é isento de efeibdaterais para a salde do organismo e este
constitui mais um ponto positivo da alternativapé&utica proposta. Devido a complexidade
da etiologia, patogénese e morbidade da diabetesraune e da impossibilidade de estudos

mais detalhados em humanos, o uso do modelo agaid@fundamental importancia.
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Objetivo geral
Avaliar as vias imunorreguladoras desencadeadastmghmento oral com Hsp65 e

correlacionar a atuacao dos componentes imuno®giaonucosa intestinal de camundongos

NOD a diabetes autoimune experimental.

Objetivos especificos
« Comparar os efeitos imunolégicos do tratamento tantococcus lactiprodutor de
Hsp65 em linhagens de camundongos normais (C57BL/§)scetiveis a diabetes

autoimune (NOD).

» Determinar o0 envolvimento de subpopulagbes linfoicis e de receptores da

imunidade inata no efeito imunomodulador do tratameral com LL-Hsp65.

* Avaliar o efeito da administracéo oral dactococcus lactiprodutores de Hsp65 na

incidéncia de diabetes autoimune em camundongos.NOD

e Estudar os componentes e mecanismos imunoldgicosnumeosa intestinal de

camundongos NOD e correlaciona-los ao processddgato da diabetes tipo 1.
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Materiais e Métodos

1. Camundongos utilizados

Foram utilizadas varias linhagens de camundongoedé de diferentes origens nos
experimentos. Os camundongos das linhagens C57Bh&mn obtidos do Biotério Central
do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG (CEBI®)os C57BL/6 TLRZ foram
gentilmente cedidos pelo professor Sérgio Costaefdéi do Departamento de Bioquimica,
ICB, UFMG. Os camundongos NOD (non-obese diabdticam obtidos do CEDEME
(Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimenggisa Medicina e Biologia) da
UNIFESP sendo sua origem Jackson Laboratorynos Estados Unidos. Coldnias desses
animais foram geradas e mantidas no Biotério dootabrio de Imunobiologia do ICB,
UFMG. Os camundongos NORdh obese resistanforam obtidos diretamente do Jackson
Laboratory e utilizados nos experimentos realizasdsaboratory of Molecular Immunology
do National Institutes of Healthgm Bethesda, EUA. Os camundongos foram mantidos no
Biotério do Laboratério de Imunobiologia, sob cicle luz de 12 horas, alimentados com
racdo padrdo para camundongos e agdalibitum Para que os camundongos NOD
desenvolvessem a diabetes autoimune espontaneagnemalta taxa, estes foram mantidos
em condi¢cdes de extrema limpeza e cuidado (midemseces, agua e ragéo esterilizados e
dispostos em estantes ventiladas com filtracdo rjleEssa condicdo € essencial para a
suscetibilidade a doenca, como bem relatado petaatira (Bluestone, 2004). Os
procedimentos foram aprovados pelo Comité de [ticeExperimentacio Animal (CETEA,
protocolo nimero 117/2010) da UFMG.

2. Lactococcus lactiprodutor de Hsp65

Em colaboracdo com os professores Anderson MiyoshiVasco Azevedo
(Departamento de Biologia Geral do ICB), utilizanaoBnhagem recombinante de lactis
NCDO2118 portadora do plasmideo XpIT:SEChsp63Cmr (Fig. 1) produzida pelo
Laboratério de Genética Celular e Molecular (LGGM) UFMG. Esta linhagem €, portanto
capaz de produzir e secretar no meio de cultureoiipa de choque térmico de 65kd de
Mycobacterium lepragD meio de cultivo utilizado para o crescimentd_d&ctisfoi o M17
(Difco) suplementado com 0,5% de glicose (GM1718ude xilose (XM17). Para o cultivo
das bactérias, 10g/mL do antibiético cloranfenicol (Sigma) foi adiciado. As bactérias
foram crescidas a 30°C sem agitacdo. Para finstdeagem, as linhagens ldelactis, foram

cultivadas em meio sélido por um periodo de 18 forsernight Em seguida, colbnias
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isoladas foram individualmente coletadas com o lmuxde uma alca bacteriologi
descartavel e inoculadas em meio liquido. Depoisuliivadas, as culturas foram diluic

(4:1) em uma solucao estéril de glicerol 80% e dimimnadas m freezer80°C.
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Figura 1. Vetor de expressa de hsp65Vetor de expressapXylT:SEC:hsp65/Cr contendo a
sequencia codificadora do peptideo sinal da pratdap45 (SPUsp) cL. lactis fusionada a ORF

hsp65deM. lepraesob o controle do promotPxyIT.

2.1Inducéo da producao de HSP65 poL. lactis

Para inducdo da producgéo de HSP65, foi utilizagootocolo descrito por Miyoshi
colaboradores (Miyoshi et al., 2004). No primeina dolonias isoladas dL. lactis
recombinantes foram individualmente inoculadas eaon&M17 suplementado com
ug/mL de cloranfenicol e mantidas em estufa °C por 18 horas, sem agitacao.
culturas crescidasvernigh foram diluidas (1:10.000) em XM17 suplementado cdh
ug/mL de doranfenicol e incubados a °C, sem agitacdo, por mais 18 horas. Apo
culturas terem alcancado uma densidade Optica (QiBPde 2.0, foram acondicionac
em mamadeiras de vidro estéreis para tratamentoaisndongos. Esses procedimel
de crescimetio bacteriano foram realizados para cada dia dentento a fim de limitar

perda de viabilidade da cultura e a degradacaeipeotlas amostr:

2.2 Administracdo oral das linhagens deL. lactis produtoras de HSP6E
Camundongos receberam por via oreravés da mamadeira 0 meio de culf
contendo cerca d&x1¢ UFC/mL. Como o consumo diario de liquido na mantadeor
animal é de cerca de 5ml e a concentracdo de H&®6teio de cultura foi estimando ¢
7ug/ml (de Azevedo et a2012), a dose diaria por animal foi de 2.5° UFC deL. lactis

e 35ug de HSP65. De acordo com cada desenho experimesatahimais receberam
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ou mais ciclos de tratamentos consistindo de quidses diarias seguidas ofertadas pela

mamadeira.

2.3 Protocolos experimentais para prevencdo da diates em camundongos NOD
Utilizamos quatro protocolos experimentais paraateprevenir o acometimento pela
diabetes (Fig 2). No primeiro, uma e trés semada apratamento de 4 dias consecutivos
com LL-HSP65, injetamos 200mg/kg de ciclofosfam(i@g) i.p. (Sigma) para assegurar a
suscetibilidade dos camundongos a diabetes, vi@penas 80 a 90% dos camundongos
NOD (fémeas) desenvolvem a doenca espontaneaniémteegundo, terceiro e quarto
protocolos, avaliamos a incidéncia espontanea daetks. No segundo, 0s animais
receberam um ciclo de tratamento com LL-HSP65eneetro protocolo, eles receberam 3
ciclos de tratamento de LL-HSP65 e, no quarto gty alternamos um ciclo de LL-IL-
10 (L.lactis produtor de IL-10) e um ciclo de LL-HSP65 em cagmana, durante 6

semanas

Protocolo n® 1 — Diabetes acelerada com ciclofostami

L.lactisHsp65
(1 ciclo / ingestdo voluntaria) |

d
- Ty
o Cy (200mg/kg) -
= 7] g
: I -
o —© —@ o
5 6 8 13

Glicemia (semanalmente) |

Protocolo n® 2 — Diabetes espontanea — 1 ciclo LLGSSP

L.lactisHsp65

(1 ciclo / ingestéo voluntaria Glicemia (semanalmente)
= ?
s =0 @!}
@ ®
4 30

Idade (semanas)

v
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Protocolo n® 3 — Diabetes espontanea — 3 ciclos LP&3S

L.lactisHsp65 : :
(3 ciclos / ingesto voluntaria) | Glicemia (semanalmente)
‘
N »Q \
l L 7 >R 6
® ® . ®
4 / 10 30

Protocolo n® 4 — Diabetes espontanea —Ciclos inéstca de LL-HSP65 e LL-IL-10

L.lactisIL-10 / L.lactisHsp65
(6 ciclos / ingestao voluntéaria

O\ & &
IRSERsdie)

| Glicemia (semanalmenté)

Idade (semanas)

Figura 2. Protocolos de tratamento de camundongos®D comL. lactis produtor de Hsp65

3. Avaliagdo da incidéncia de diabetes autoimune

Apébs o tratamento experimental dos animais, osisiiyleémicos foram monitorados
semanalmente através da coleta de uma minima antlmsftangue periférico obtido da cauda
para dosagem em fitas apropriadas para glicosinattomatico (Accu-Check Active —
Roche). Foram considerados diabéticos os anim@&sapgresentaram duas medidas seguidas

de glicose superiores a 250mg/dl.

4. Obtencéo das amostras
Ao final dos experimentos, os animais foram anesles e sacrificados para retirada

do baco, linfonodos mesentéricos e pancreaticosreas, placas de Peyer e intestinos.
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4.1 Obtencédo de suspensdes celulares dos érgaomides

Foi utilizado meio RPMI 1640 (Life Technologies)rigmecido com 2nM de L-
glutamina, 50mM de 2-mercaptoetanol, 100 U/mL deigiéna, 1mM de piruvato de
sodio, 0,1 mM de aminoacidos ndo-essenciais, 25 daMHEPES e 10% de soro fetal
bovino (SFB) inativado.

As suspensbes de células do baco, placas de Hmfenodos mesentéricos e
pancreaticos foram preparadas a partir da macesat#e filtros de nyloncgll strainer
BD). Apos centrifugacdo e lise osmotica das hersacdia bacgo, as células foram
ressuspendidas em meio RPMI e contadas em camatautb@uer utilizando-se o corante
eritrocina ou em contador de células autométicekBrean Coulter). Para os experimentos
em que foram avaliadas células apresentadorastiig@os, anteriormente a maceracao,
os tecidos foram digeridos durante 1h a 37°C cono DM (Iscove's Modified
Dulbecco's MediumLife Technologies) contendo 0.17 mg/ml de Liberds (Roche) e
30ug/ml de DNAse | (Roche).

4.2 Obtencéao de células da lamina propria intestina

AplOs a eutanasia dos animais, 0 intestino delgado a®lon foram retirados e
dispostos em placas geetri contendo HBSS gelado para posterior processamAsto.
placas de Peyer foram removidas do intestino e dplisada e minuciosa remocédo de
muco, fezes e tecido gorduroso aderido aos intestios mesmos foram abertos
longitudinalmente e fracionados em por¢cdes de adecacm. Depois de 3 lavagens com
agitacdo manual e filtracdo do tecido em rede d&lmes tecidos foram incubados
durante 15 minutos a 37°C em HBSS contendo 0.15hag@TT (Dithiothreitol, Sigma)
para desestruturacdo da camada epitelial. Postene os tecidos foram agitados
manualmente para remocao das células epiteliaisa@lés novamente. O tecido restante
foi entdo incubado por 1h a 37°C em meio IMDM (Lifechnologies) contendo 10% de
SFB, 0.17 mg/ml de Liberase TL (Roche) ¢i@®nl de DNAse | (Roche) para desagregar
a matrix extracelular e permitir extracdo dos leito§. Apos este periodo as células
foram centrifugadas, lavadas e filtradas por dwges em filtros de nylorcéll strainer,
BD) de 7um e 4@um. A concentracao celular foi determinada e ada®lisoladas foram

utilizadas para os ensaios subsequentes.
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4.3 Cultura de células com estimulo antigénico eleta do sobrenadante da cultura
Foram adicionados 1Q@/ poco da suspensdo de células na concentracaio A€ —
1 x 10 células/ mL em uma placa de 96 pocos. Foram aditis 10Qul/ poco da solugéo
contendo anti-CD8 purificado (BD Pharmingen) como controle positiemlucdo de
peptideo SHLVEALYLVCGERG (Proteimax) da cadfala insulina bovina (12%/
poco) e de meio (12pl/ poco) para controle negativo de ativacdo. Asilesl foram
mantidas em cultura em uma estufa umidificada coma atmosfera de 5% de €@

37°C. Apos 48h, os sobrenadantes foram coletadasdjpaagem de citocinas.

. Ensaios imunoenzimaticos

5.1 ELISA para medida dosagem de citocinas nos s@adantes de cultura celular

As placas de poliestireno (NUNC) foram sensibilesmdcom anticorpos monoclonais
purificados (BD Pharmingen) reativos contra ascoi@s IFNy e IL-10 de camundongo
(seguindo as concentracdes recomendadas pelodat@idiluidos em tampao carbonato
pH 9,6 e mantidasvernighta 4°C. Apds esse periodo, as placas foram lavamhasalina
contendo 0,05% Tween-20 (Sigma), e bloqueadas @suima diluida em PBS (PBS-
caseina), por no minimo 1 hora a temperatura anghiEm seguida, foram adicionados os
sobrenadantes coletados apos 48 horas de culagglacas foram incubadageonighta
4°C. No dia seguinte, foi adicionada solugéo cateanticorpos monoclonais marcados
com biotina (BD Pharmingen) especificos para axicias IFNy e IL-10 de camundongo
e as placas foram incubadas por 1 hora a temparatibiente. Uma solucdo adicional de
deteccdo contendo estreptavidina conjugada a pEr®xi(Southern Biotecnology), em
uma diluicdo de 1/15000, foi adicionada e incubaalal hora a temperatura ambiente. A
reacao nas placas foi revelada pela incubacéo caubsirato (KO, + Orto fenildiamina ,
OPD) diluido em tampao citrato pH 5 durante 10 nusuao abrigo da luz. A reacéo foi
interrompida pela adicao de$, e lida no leitor de ELISA automatico (Bio-Rad Mbde
450 Microplate Reader), usando o filtro de 492 @ncalculo da concentracdo de cada
citocina foi realizado com base nos dados obtidwsuma curva padréo utilizando-se as

citocinas recombinantes IFje IL-10 de camundongo (BD Pharmingen).

5.2. Ensaio de tolerancia oral e Elisa para deteatanticoporpos anti-ovalbumina
Camundongos NOD ou BALB/c fémeas de 6 semanasadie ickeceberam tratamento oral
com 20mg de ovalbumina (grau 3, Sigma) diluida gua&Grupo OVA oral) ou agua

(Grupo Agua) por ingestdo voluntaria por 24 hoi@ste dias depois, os animais foram
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imunizados com uma injecéo i.p. de 0.2ml de solwgd@ma contendo 1@ de OVA
contendo 1mg de hidréxido de aluminio. Quatorzes diepois, 0s camundongos
receberam a mesma dose de OVA sollvel em salmaSete dias depois o soro foi
coletado.

Placas de poliestireno (NUNC) foram sensibilizacta® 3u1g de Ovalbumina por pogo em
tampéao carbonato pH 9,6 e mantida®rnighta 4°C. No dia posterior as placas foram
bloqueadas com PBS-caseina e foram distribuidasnastras de soro de camundongos
diluidos a partir de 1:200. Foram feitas diluic8esiadas e utilizado soro de animal ndo
imunizado como controle negativo da reagédo. Asgsldoram incubadas a 37°C por 1h e
entdo lavadas com salina-tween e expostas a sotugéendo anticorpos anti-lgG1l de
camundongos ligados a peroxidageat anti-mouségG1-HRP, Southern Bioetch). Apos
uma hora de incubagéo a 37°C as placas foram novar@vadas e entdo cobertas com
solucdo reveladora contendo o substratgOgH+r OPD) diluido em tampé&o citrato pH 5
durante 10 minutos, ao abrigo da luz. A reacaonfeirrompida pela adicdo de,$0, e
lida no leitor de ELISA automatico (Bio-Rad Modé3®4Microplate Reader), usando o
filtro de 492 nm. Foi utilizado o método do somatditas absorbancias em 8 diluicbes

distintas para se comparar os valores de absoebéhtidos para cada animal.

5.3 Elisa para avaliar resposta imune humoral antBalmonella

Camundongos C57BL/6 fémeas de 8 semanas de idadkeeram tratamento oral
com LL-HSP65 e sete dias apds foram infectados gamagem com POCFU de
Salmonella typhimuriurem PBS. Sete dias depois 0os animais foram saad&e o soro
foi colhido para analise da resposta humoral.

Placas de poliestireno (NUNC) foram sensibilizadasn extrato de Salmonella
(cultura inativada 3 vezes a 70°C) em tampéao catbopH 9,6 e mantidasvernighta
4°C. No dia posterior as placas foram bloqueadasRBS-caseina e foram distribuidas as
amostras de soro de camundongos controle infecettasados com LL-HSP65 sete dias
antes da infeccdo. Foram feitas diluices seriadagizado soro de animal n&do infectado
como controle negativo da reacdo. As placas foracubiadas a 37°C por 1h e entdo
lavadas com salina-tween e expostas a solucdo nctmtanticorpos anti-IgG de
camundongos ligados a peroxidagedt anti-mousdgG-HRP, Southern Bioetch). Apos
uma hora de incubacéo a 37°C as placas foram novar@vadas e entdo cobertas com
solucdo reveladora contendo o substratgOgH+ OPD) diluido em tampé&o citrato pH 5

durante 10 minutos, ao abrigo da luz. A reacaonfirrompida pela adicdo de,$0, e

47



lida no leitor de ELISA automatico (Bio-Rad Modéd®4Microplate Reader), usando o
filtro de 492 nm. Foi utilizado o método do somatdtas absorbancias em 4 diluicbes

distintas para se comparar os valores de absoebéhtidos para cada animal.

6. Andlise histopatoldgica do intestino apos infe@g por Salmonella

Amostras do ileo de camundongos foram colhidas diete apds a infeccdo por
Salmonella e foram armazenado em formalina tam@oread.0%. Apds, o material foi
desidratado em solucdes crescentes de alcodidiceldo em xilol e incluido em parafina.
Cortes de um foram obtidos e, ap0s coloracdo por Hematox#irizosina, foram avaliados
qualitativamente e quantitativamente quanto adtriaéio inflamatorio e grau de destruicdo da
arquitetura intestinal em microscépio Optico (OlyreapBX41) conectado a camera para

registro fotografico (Moticam 2500).

7. Citometria de Fluxo
7.1 Imunofenotipagem de linfocitos e células denditas
Depois de isoladas dos orgaos linfoides, as céltdeam incubadas em tubos de
poliestireno por 10min com anticorgec-block (BD Pharmingen) e entdo por mais 20
minutos a 4C com anticorpos monoclonais conjugados com fluomos FITC, PE, PE-
Cy5.5, APC, PE-Cy7, APC-Cy7, e BV421 reativos pai@éculas de superficie. Para a
marcacao intracelular do fator de transcricdo forp8e citocinas, apds essa primeira
etapa, foi utilizadkit de fixacdo/permeabilizacdo comercial (e-Bioscigmcem seguida
as amostras foram incubadas por mais trinta minctos anticorpos anti-foxp3-PE ou
anti-IFN-y APC e anti-IL-17 PE de camundongo. ApoOs as lavwgamm PBS-BSA
(albumina sérica bovina 0.5%), as amostras foratadfis com paraformaldeido 3%
durante 30 minutos, lavadas e armazenadas em PBSxB& para leitura no citbmetro.
A aquisicdo das amostras foi realizada no citbmekeoleitura de seis parametros
FACScalibur (Becton Dickinson) acoplado a um coragat com o softwar€ell Quest
(Becton Dickinson), ou em FACScanto (Becton Dickims ou no FACS LSRII (Becton
Dickinson) acoplados a um computador com o softava (Becton Dickinson). A partir
de um grafico que permite identificar o tamanhogeamulosidade das células pelo padrao
de dispersdo do laser ap0s a passagem das mesamasrfl Scatter x Side Scatjer
foram delimitadas as populagcbes de linfocitos dulae dendriticas e, a partir destas,
foram gravados 50 mil eventos para analise deditd® e 300 mil eventos para APCs

para determinacdo dos padrdes de fluorescéncieadke @amostra. Analises posteriores
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foram feitas utilizando o softwarElowJo (Tree Star) para determinar as populacdes
positivas e negativas para cada marcacao além b dé¢ expressdo das respectivas
moléculas. A estratégia para determinacdo de camfaulgzdo de interesse esta

esquematizada na Figura 3.

7.2 Estimuloin vitro para avaliar a producéo de citocinas IL-17 e IFNy
Para estimular a sintese de citocinas as célutdadess foram mantidas em meio
RPMI contendo 10% de soro fetal bovino, 50ng/ml PN&igma) e 500ng/ml de
ionomicina (Sigma) por 4h, apos tal periodo focamiado 0.6@l de monensina para cada
ml de meio (Golgi Stop, BD) e apdés mais 2h de iacélo as células foram colhidas,

centrifugadas, lavadas e utilizadas para as massat® superficie e intracelulares.

7.3 Estratégias de determinacdo das populacdes déeresse por citometria de fluxo

Leucdcitos (CD45.1+) = Gate para APCs Singlets

N 4 L A
< | < |
Q|- O |4
2 3|
0151 FSC-A ! SSC-H >
hi Macréfagos
APCs (MHC-1I " LINF) (F4/80M/CD11c")

)11b-CD103+)

£2
D11b+CD103+)

/,

CD103

F4/80

#1
CD11b+CD103-)

; '(_, DCs
1 (F4/80"°/-CD11c")

>

MHC-1I CD11c CD11b

CD19/TCRa3/TCRyd

Figura 3A. Imunofenotipagem de células apresentadas de antigenos (APCs)As células
extraidas dos linfonodos mesentéricos, pancreaticiaslamina propria do intestino delgado e do
célon foram avaliadas por citometria de fluxo. Ryiimo foram selecionadas células expressando
CD45.1 (leucécitos totais), com tamanho (FSC-Apmglexidade interna (SSC-A) padragate
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para APCs), e ndo agregadas entresiaglety. Em seguida foram selecionadas as APCs ap0s
exclusdo de linfocitos B e linfécitos T (CD19/TERTCRYD) e inclusdo de células com alta
expressdo de MHC-II. Destas células, as que possexpresséo elevada de F4/80 (hi) e média
ou baixa expressdo de CD11c foram consideradaséfagos. As células restantes (CD)lc
foram consideradas DCs. Dentre as DCs foram idesdibs 3 subtipos de acordo com a
expressao de CD11b e CD103. @&t plotsacima representam células extraidas da lamina

prépria do Coélon, mas a mesma estratégia foi atlizpara os demais 6rgaos.

B

Thl/Th17

Leucdcitos (CD45.1+) —> Gate para linfécitos —> Linfécitos CD4

IL-17

SSC-A
SSC-A
SSC-A

Treg

CD45.1 FSC-A cD4

Foxp3

cD4
Figura 3B. Imunofenotipagem de células Treg, Thl €rhl7. As células extraidas dos

linfonodos mesentéricos, pancreaticos e da lamidarig do intestino delgado e do célon foram
avaliadas por citometria de fluxo. Linfocitosh€lperforam identificados através da selecdo de
células expressando CD45.1 (leucécitos totais) manho (FSC-A) e complexidade interna
(SSC-A) padrao (gate para linfocitos), e CD4 f@itos). Em seguida foram selecionadas
células IL-17 (Th17) IFNy+ (Th1) ou Foxp3 (Treg). Osdot plotsacima representam células

extraidas da lamina propria do Célon, mas a mestnatégia foi utilizada para os demais 6rgaos.

C Gatedelinfocitos ——> |infocitosCD4 ~—>  CD4+CD25- —>  CD62L" CD44

SSIC-A
SS,C-A
CD25

CD62L

[N

v

CD4 CD4 Cb44

Figura 3C. Estratégia para separacdo de linfécito§ naive utilizados para co-cultra com

células dendriticasin vitro. Esplendcitos foram submetidoscall sorting para isolamento de
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linfocitos T naive Foram selecionadas células de tamanho (FSC-Ajnplexidade interna (SSC-
A) padrdo @ate para linfécitos), e que apresentavam o fené6tipp4’C, CD25- , CD62[" e
CD44°. As células obtidas foram incubadas vitro com células dendriticas do subtipo 2
selecionadas conforme esquematizado na figura 3A.

7.4 Separacdo de células por cell sorting e co-aula de células T e DCs

Apos a marcacao das celulas com anticorpos ligadbsorocromos, as amostras foram
submetidas a cell sorting em equipamento FACS&iQ) (mantido em cabine de
seguranca biologica. Foram obtidas as populacéesitdeesse (linfécitos Thaive -
CcD4'CD25CD62L"cD44° - do baco e células dendriticas (DCs) do subtipo- 2
CD11b'CD103 - dos linfonodos mesentéricos) conforme a Figur&@am utilizadas
para o ensaio de co-cultura 3RT0Cs para 9x10linfécitos T CD4naive (proporcéo 1:3).
As células foram mantidas por 72h em culturad7aC/5%CQ com ou sem estimulo de
anti-CD3e a 0.ig/ml. Apés este periodo as células foram colhidas ezadiis para
identificacdo de frequéncia de células CDdue passaram a expressar o fator de

transcricéo foxp3 por citometria de fluxo

8. PCR quantitativo para avaliar a expressao génicde citocinas

Amostras do intestino delgado e do célon foram agdés e imediatamente
armazenadas em microtubos contendo o reagente RiMAlafe Technologiespvernighta
4°C com o objetivo de preservar a integridade dé\Ri¢idual. Posteriormente, as amostras
foram lisadas em homogeneizador Precellys (Begtimtubos contendo esferas de latex para
rompimento das células e liberagdo dos acidos icosleO RNA total foi extraido seguindo-
se as recomendacOes #i RNeasy (QIAGEN) e apds dosagem em espectofdtdme
(Nanodrop, Thermo) e confirmacdo da razdo de aBrord A260/A280 entre 1.8 e 20,9
de RNA foi utilizado para sintese de cDNA pela $@iptase reversa utilizando-se o kit de
sintese gScript (Quanta Biosciences). O cDNA foizatdo para reacdo de PCR em tempo
real pelo método TagMan. Foram utilizadwémers comerciais ligados a fluorofuros e
guenchergdApplied Biosystems) para cada gene de interdkse {Im00446190 m1; IL-12
MmO00434174 m1; IL-10 Mm00439614 m1l). As reacOesPdeR foram realizadas em
volume de 2l em placas de 96 pocos (MicroAmp optical, AppliBlosystems)
utilizando-se o reagente PerfeCTa FastMix Il (Qadibsciences) (no equipamento 7900HT
Fast-Real Time PCR System (Applied Biosystems)cdwdicbes de amplificacao utilizadas
consistiram de aquecimento a 95°C por dois minwdeguido de 40 ciclos a 95°C por 10

segundos e 60°C por trinta segundos. Os resultadas expressos a partir da medida do
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ciclo treshold de cada gene avaliado em relacdo a amplificacd@otirole enddégeno
GAPDH, de acordo com a formul&%

9. Determinacao da ativacdo de NF-kB via TLR por HB65

Utilizamos o ensaio de gene repoérter luciferasa jpiterminacdo da capacidade do
sobrenadante de LL-Hsp65 em ativar a transcricagFdeB. 10° Células HEK293ATCC)
foram cultivadas em placas de 24 pocos por 24h eiro BMEM suplementado com 10% de
soro fetal bovino. As células foram transfectaddzando polyethylenimine (PEI) comig
de pcDNA3-TLR, cDNA correspondente ou vetor DNANAS, Invitrogen) e 200ng de
plasmideo NFReB-Luc contendo o gene sintético de vaga-luot® sob controle de NkB
control. Todas as células foram também transfestedia 50ng do plasmideos controle pRL-
TK contendo o gene luciferase Benilla reniformis (hRlucpara normalizar a eficiéncia da
transfeccdo. ApoOs a transfeccéo, as ceélulas foramtidasovernightem DMEM contendo
1% de soro fetal bovino. No dia seguinte as célidesm tratadas com os agonistas de TLR2
e TLR4 (PAMCSK4 — fuig/ml, LPS - Jg/ml e Zymozan - jig/ml) ou com 100uL do
sobrenadante de cultura de lactis ou L. lactisHsp65 por 24 horas a 37°C/5%&E@\s
células foram entdo tratadas com tampéo de ligge iacubacdo do lisado com o substrato
da luciferase, como determinado pelo protocolo alari€ante (Dual-Luciferase Reporter
Assay System, Pomega), a atividade da luciferaseq@@antificada em luminémetro
(LumiCount, Packard) através da normalizacédo deédatile de luc2 de acordo com o controle
hRIluc e os valores obtidos foram utilizados pam@marar a transcricdo de NdB em cada

condicao de estimulo.

10. Avaliacao da permeabilidade intestinal em camwongos NOD.

Camundongos NOD ou BALB/c foram mantidos em jejwn 4h e entdo receberam
gavagem de 2Q0 de solucao de FITC-dextrano a 8mg/ml em PBS. @Quatras mais tarde
o soro foi coletado para dosagem da concentrac@omposto em cada amostra, baseando-

se na leitura de fluorescéncia e numa curva padra@spectrofotdbmetro a 520nm.

11. Anélise Estatistica
A analise estatistica foi feita através do Testm tanalise de variancia (ANOVA)
seguido de pos teste de Tukey para computar difaseente os grupos. As diferencas foram

consideradas estatisticamente significativas quag®05. Os resultados serdo expressos
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por meio da média + SEM (erro padrédo) e foram geyaal partir do software GraphPad
Prism 5.
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Resultado:



Resultados

Os efeitos positivogbtidosna prevencdo da EAE (Rezende et 2012) e da colite
experimental (Gomes-Santes$ al., 2014) suscitaram iateresse iniciadeste trabalho em
investigar os componentes envolvidos e possiveis mecanismos imunorregulade
desencadeados pelo tratami comL.lactis produtor de Hsp65.

Supondo que a HSP6&) entrar em contato com a mucosa inte, poderia estimular
inUmeros tipos celulares através de receptoresndaidade inal, avdiamos os efeitos d
estimulagdoin vitro com HSP65 em céluleHEK e utilizando um ensaio de transfecc
verificamos queessa proteir, presente no sobrenadante da cultura déi§p65, é capaz de
ativar a transcricdo de NEB, em grau similar ao induzido pam outro ligante de TLF, o
PAM3CSKk4. Essa acao estimuladda HSP65 em células HEBcorret via TLR2, mas
tambémem menor grau atrav de TLR4 (Fig.4)Para eliminar a possibilidade dos resulte
estarem influenciados por contaminacdo por LPSemos o sobrenadante de -Hsp65 (a
fim de desnatar a proteina e manter qualc traco de LPSantes de aplicara cultura de
células. Esse procedimento eliminou o efeito indlmzsomente por Hsp65, permitin
concluir que de fato sobrenadante da cultual. lactisprodutor de Hsp65¢é capaz de ati
o fator de transcricdo NKB através da estimulag&o de receptores TI

*
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Figura 4. Sobrenadante de LI-Hsp65 induz a expressdo de NFEcvia TLR2 e TLR4 in
vitro. Células HEK293FLR2 (barras brancas) ou HEKZ-TLR4 (barras pretas) fora
transfectadas com o plasmicNF-kB - reporter luciferase foram estimuladepor 24h com 100
pL de sobrenadante de LHsp6t, sobrenadante de LL-Hsp65 ferviD0°C por 20 minuto,
sobrenadante dé. lactis e os controles positivos PCSK e LRS Zymoza (1ug/ul). A
determinacdo da atividade da lucifel foi determinada nos extratos celul;, e indiretamente
indicou a ativacdo de NFBk Estdo indicados os valores de leituras lumindmetro apoés
normalizacdo com a razéo entre a atividade deehasé sobre os controles de transfec As
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barras representam a média de dois experimentagtitodtios de triplicatas €rro padrdo. *
indica p <0,05 comparado ao meio, e # indica P5x0pmparado a HEK293-TLR2 utilizando-se
ANOVA seguido de pds-teste de Tukey.

A partir do comprovado efeito estimulador da HSPIB5 vitro, iniciamos a
caracterizacdo das alteracdes induzidas pelo teatanmas subpopulacdes celularesivo.
A inducédo de células Treg € um dos mecanismos ptop@ara o fendmeno da tolerancia
oral e, um dos efeitos descritos para as Hsps éziman a expansdo de Tregs. De fato
verificamos que camundongos C57BL/6 tiveram um aumela frequéncia de células T
reguladoras CD#oxp3 no baco e nos linfonodos mesentéricos e de'CAR" no bago dez
dias apds o término o tratamento oral cbmlactis produtor de HSP65 (Fig. 5). Esse
momento (10 dias apds o tratamento) é exatamemtedquas condi¢des inflamatoérias sao

induzidas nos modelos experimentais de EAE e deadterativa.
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Figura 5. Frequéncia de células Tregs apos tratamém com LL-HSP65 em camundongos
C57BL/6. Animais receberam por quatro dias seguidos LL&ES&ministrado por via oral e
apos 4 ou 10 dias foram sacrificados para avalipgiiccitometria de fluxo da frequéncia de
células CDZ4Foxp3 e CD4LAP" no bago e nos linfonodos mesentéricos. As bag@®sentam
a média £ erro padrdo dos valores obtidos para casndongo do grupo. **(p< 0.01), *(p<
0.05) teste ANOVA e pés-teste Tukey (n=4).

Para tentarmos correlacionar a ativagéo via TLR# o8 efeitos imuno protetores do
LL-HSP®65, verificamos se o aumento na frequéncid igys também se reproduziria em

camundongos deficientes em TLR2. Mais uma veztexdgdo das HSPs com células do
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sistema imune via receptores do tipo toll se mastgortante, visto que em camundongos
TLR2", o tratamento corh.lactisHSP65 nao alterou a frequéncia de células T reguia
LAP" (expressando TGIB de membrana associado ao peptideo LAP) ou Foxd&oo e

nos linfonodos mesentéricos (Fig. 6).
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Figura 6. Frequéncia de células Tregs apos tratamém com LL-HSP65 em camundongos
C57BL/6 TLR2™. Os animais receberam, por quatro dias sequido$J$P65 administrado por
via oral e, ap6s 4 ou 10 dias, foram sacrificadasa @valiagdo por citometria de fluxo da
frequéncia de células CHoxp3 e CD4LAP® no baco e nos linfonodos mesentéricos. As
barras representam a média * erro padrdo dos sabimédos para cada camundongo do grupo.
teste ANOVA e pos-teste Tukey (n=4).

No modelo experimental de EAE, concluimos que dcefaotetor do tratamento com
LL-HSP65 foi dependente de células LARisto que, apds a sua depleg@ovivo com

anticorpos monoclonais anti-LAP, a inibicdo da antmidade n&o ocorreu (Rezende et al.

2012). Apesar do reconhecido papel de linfocitacS8O4'LAP*, sabemos que outras células
do sistema imune podem também exercer papel sopregisto que 0 nosso tratamento
envolve mecanismo inatos, a via de mucosa e um@oampe com efeitos pleiotropicos como
a HSP65, avaliamos também se células T expressE@Bogama deltayd), que ja foram
descritas como importantes para o fendémeno dataler oral (Mengel et al., 1995; Fujihashi
et al., 1999) e para o reconhecimentohéat shock proteingChampagne2011) também
poderiam participar dpool de células LAPcom capacidade reguladora. De fato, verificamos

que das células Y& do baco, cerca de 5% expressavam LAP. Posteribemapds uma

57



analise criteriosa de outros compartimentos lirgejddentificamos as placas de Peyer como
o principal nicho desses linfécitos, onde elasvestapresentes em uma frequéncia cerca de
cinco vezes maior (Fig. 7). Apds essa descricddailniessa intrigante subpopulacdo de
célulasyd-LAP" foi completamente caracterizada e, seus efeitomdmeguladores agindo
como uma célula apresentadora de antigenos capamddzer a expressdo de Foxp3 em
linfécitos T via MHC-II foram demonstrados tanto vitro como in vivo no trabalho
desenvolvido por Rezende e colaboradores e recentemsubmetido para publicacdo
(Rezende et al., 2014 - Anexo 2).

Baco Placas de Peyer

a0 5.44 . 31.9

% TCRy&HLAP+

LNI LNM Baco LP LP  Placas de
delgado colon  Peyer

Figura 7. Frequéncia de células Tyd expressando LAP no bago, linfonodos inguinais e
mesenteéricos, lamina propria e placas de Peyer dotéstino de camundongos C57BL/60s
animais foram sacrificados, os 6rgéos retiradosoegssados para isolamento de células e sua
avaliacdo por citometria de fluxo. (Mlots representativos de FACS do bago e placas de Peyer.
(B) Frequéncia de células C33+ LAP* no baco, placas de Peyer, linfonodos inguirai#f)(
linfonodos mesentéricos (LNM), lamina propria (Ld®) intestino delgado e do célon. As barras
representam a média + erro padrédo dos valoresosbtid trés experimentos com ool de 4
camundongos cada. Teste ANOVA e pos-teste Tukeg<6*001

Entretanto, apesar da expansao de células regatadstar associado & modulacao de
doencas inflamatérias, um dos possiveis questiomameobre o valor clinico da tolerancia
induzida para Hsp65 é a possibilidade de tal efe#tgulador gerar imunossupressao
generalizada e, assim, aumentar a suscetibilidadgaiinal ou individuo tratado a infeccdes
ou ao desenvolvimento de tumores. Para avaliar se@seo tratamento seria seguro nesse
sentido investigamos o efeito da administracadat#ococcudactis produtor de HSP65 na
infeccdo pela bactéria entéri€almonella typhimuriumPara nossa surpresa, além de néo
aumentar a taxa de mortalidade dos animais apddeacéo (Fig. 8), o tratamento com
HSP65 reduziu a perda de peso (Fig. 9), preservimiegridade do intestino (Fig. 10), e
aumentou a concentracdo sérica de anticorpos almtieBella (Fig. 11). Esse intrigante
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resultado suscitou um novo interesse no uso desgadologia no estudo de infec¢des e dos

danos teciduais causados pela inflamacéao que acbmpa doencas infecciosas.

Sobrevivéncia apds infecgdo por Salmonella
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Figura 8. Sobrevivéncia de camundongos C57BL/6 apoéslesafio com Salmonella
typhimurium. Os animais receberam por quatro dias seguidos LR83Sadministrado por via
oral e, apos 7 dias, foram desafiados com gavagedG@€FU deSalmonella typhimuriumA
mortalidade foi acompanhada e camundongos com pdedgpeso acima de 30% foram
sacrificados (n=9).
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Figura 9. Perda de peso apos infeccdo coBalmonella typhimurium Os animais receberam
por quatro dias seguidos LL-HSP65 administradovigooral e apds 7 dias foram desafiados com
10°CFU de Salmonella typhimuriume o peso dos camundongos ao longo da infeccdo foi
comparado em relagcéo ao peso inicial. (n=6)
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Figura 10. indice inflamatodrio intestinal sete dias ap6ds desaf com Salmonella typhimuriun.
Os animaigeceberam por quatro dias seguidos-HSP65 administrado por via ore, apos 7
dias, foram desafiados com °CFU de Salmonella typhimuriumSete dias depois, foram
sacrificados e o ileo foi retirado para analisetoldgica. As barras represeni o indice
inflamatdrio qued uma composicao do calculc peda da arquitetura intestil e da presenca de

infiltrado inflamatdrio. Letras diferentes indicaliferencas estatisticas entre os grt (n=6).
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Figura 11. Resposta humoral sete dias apds desafio ciSalmonella typhimuriun. Os animais
receberam por quatro dias seguido--HSP65 administrado por via oral &y6s 7 dias, foram
desafiados com 2GFU deSalmonella typhimuriu . Sete dias depoipram sacrificados e

soro foi coletado para analise dgG especifica anti-Salmonellpor ELISA. As barras

representam a meédia + erro padréo dos valoresoshpiaia cada camundongo do griy(n=6)

Portanto,a administracdo de I-HSP65 por via orabe mostro capaz de atenuar
doencas inflamatériasm camundongos C57Bl que possuem mecanismos geragéo e
manut&icdo de tolerancia preservados. Esse efeito pasecestende a processos
inflamatorios induzidos por agentes infecciosos @aSalmonella typhimuriu, mas néo
afeta negativamenteimunidade a esses ager

Passamos a avaliar se mesmo procedimento seri@mbém bem sucedidem
camundongos NOD, animaiggie naturalmentdesenvolvem diabetes autoimune e poss
diversas altera@s no funcionamen do sistema imuneApesar de também apresental
aumento na frequéncia @élulas Treg nobaco apos o tratamento ccL. lactisHSP65, a
cinética do aparecimento dessas cé se mostra diferente entre a linhagem conval
C57BL/6 e os camundong®$OD. Nos camundongos NOD, houuen aumento rapido e

transitorio da frequéncia deegs qu, apos dez dias, retornao nivel basi (Fig. 12).
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Figura 12 . Frequéncia de células Tregs CDRoxp3'apds tratamento com LL-HSP65 em
camundongos NOD Os animais receberam, por 4 dias seguidos, LL&3#@r via oral e, apds
4 ou 10 dias, foram sacrificados para avaliagdocftometria de fluxo da frequéncia de células
Treg (CD4Foxp3) no baco. As barras representam a média + errdipatbs valores obtidos
para cada camundongo do grupo. * Indica diferengaificativa no teste ANOVA e pds-teste
Tukey (p< 0.05) (n=4).

Visto que oL. lactisHSP65 é capaz de aumentar a frequéncia de cdliudgs em
camundongos NOD, passamos entdo a avaliar o éfesise tratamento oral na prevencao da
diabetes autoimune. A primeira estratégia envolweuso de ciclofosfamida, um agente
alquilante de DNA e que comprovadamente aceleraeserd/olvimento da diabetes em
camundongos NOD (Harada and Makino, 1984). Estatégia € interessante ja que
naturalmente o quadro patolégico demoraria cerca @&l meses para se instalar. Tratamos
0s animais conh..lactisHSP65 durante quatro dias por via oral e, apésniemialo de sete
dias, a ciclofosfamida foi inoculada para desenaad®mto da diabetes (protocolo n°l, Fig.
2). A glicemia foi avaliada semanalmente como patémdo desenvolvimento da doenca
autoimune, visto que, com a destruicdo das céliss do pancreas, ha uma progressiva
reducdo na producdo de insulina e a perda da dagecde regulacdo do indice glicémico.
O tratamento nao foi capaz de impedir a elevacataxka sanguinea de glicose e cerca de
quinze dias apo6s a inducdo, ambos os grupos apaeaenhiperglicemia (Fig. 13).

Diante de achados da literatura demonstrando uito gfarticular na eliminacao das
células T reguladoras pela ciclofosfamida, prinojate em camundongos NOD (Brode et
al., 2006), entendemos que esse agente poderideiimtanum possivel efeito protetor da

Hsp65. Passamos, entéo, a utilizar o modelo espemide diabetes em NOD.
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Figura 13. Glicemia apés a injecdo de ciclofosfamédem camundongos NOD tratados com
LL-HSP65. Os animais receberam meio (controle)LoactisHSP65 (LL-HSP65) por via oral
durante 4 dias consecutivos e, apds 7 dias, rexmal2idoses de ciclofosfamida com intervalo de
2 semanas entre elas. A glicemia foi medida semmeamae. (n=5). O protocolo de tratamento esta

esquematizado na figura 2.

Inicialmente, mantivemos o protocolo de um cictotchtamento (4 administracdes
seguidas) dé..lactisHsp65 (protocolo n°2, Fig. 2), mas, devido ao tesgo (Fig. 14)
desse regime, testamos, a segquir, trés ciclos lcdmatisHsp65 com intervalos de 3
semanas entre os ciclos (protocolo n°3,Fig. 2).
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Figura 14. Incidéncia de diabetes em camundongos NOD tratadacom um ciclo de LL-
HSP65. Os animais receberam meio (controle) lalactisHSP65 (LL-HSP65) por via oral
durante 4 dias consecutivos e a glicemia foi medidmanalmente. (n=8). O protocolo de

tratamento esta esquematizado na figura 2.
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Nesse terceiro protocolo de tratamento foi incluido grupo tratado corh. lactis

controle contendo o vetor utilizado holactis recombinante, porém vazio (grupo LL).

Sacrificamos parte dos animais na 122 semana devadvaliamos a produgao de citocinas

in vitro apos estimulo. O padrdo de citocinas produzidaid0le IFNy, ndo se alterou

(Fig. 15). Nao houve alteragbes na incidéncia ddbetes quando os animais foram

acompanhados até a 302 semana de idade (Fig. BBA e
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Figura 15 . Producado de citocinas apds estimuia vitro de esplenécitos de camundongos
NOD tratados com LL-HSP65. Os animais receberam trés ciclos de tratamento mem
(controle),L. lactis (LL) ou L.lactisHSP65 (LL-HSP65) por via oral. Na 122 semana,niais
foram sacrificados e as células esplénicas incsbpoia48h a 37°C com i§/ml de peptideo da
cadeia beta da insulina. Foram medidos, nos safteetes de cultura, as concentracdes de IL-10
e IFNy por ELISA. As barras representam a média da cdraggio + erro padrdo de cada grupo
(n =8).
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Figura 16. Incidéncia de diabetes em camundongos NIOtratados com trés ciclos de LL-
HSP65.0s animais receberam trés ciclos de meio (contioleHSP65 ou LL (contendo o vetor

vazio) por via oral e a glicemia foi medida semameaite (n=8). Cada ciclo equivale a 4 dias
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seguidos de tratamento por via oral. Dois experiotediferentes foram conduzidos utilizando-se

0 mesmo protocolo (A e B). O protocolo de tratamersta esquematizado na figura 2.

Como o tratamento conl.lactisHSP65 ndo foi suficiente para impedir o
desenvolvimento da diabetes autoimune, levantarhgedéese de que os camundongos NOD
poderiam ser portadores de defeitos imunolégicotéan no tecido linfoide associado a
mucosa intestinal. De fato, outros estudos naatiea relatam alteracdes funcionais de
APCs, défict de Tregs e um quadro inflamatério neesa de animais e pacientes diabéticos
(Alam et al., 2010; Badami et al., 2011; Malaissale 2004; Vaarala, 2011Pecidimos, a
partir dessa constatacdo, associar a nossa emtrdegdgratamento a administracdo de uma
outra bactéria recombinante capaz de secretaoairat anti-inflamatéria 1L-10 (protocolo
n°4, Fig.2). A administracéo oral de IL-10 ja fendonstrada como uma maneira eficiente de
reforcar a inducéo de tolerancia oral (Slavin kf.2001), e em condi¢cdes em que o tecido
linfoide associado a mucosa ndo se apresenta nessado normal de funcionamento, os
efeitos reguladores dessa citocina poderiam seéfioen. Entretanto, nem mesmo a co-
administracdo dé.lactisHSP65 el.lactis-IL-10 impediu a instalagdo do quadro diabético

nos camundongos NOD (Fig. 17).
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Figura 17. Incidéncia de diabetes em camundongos NIOtratados com LL-IL-10 + LL-
HSP65.0 grupo LL-IL-10+LL-Hsp65 recebeu de forma altetaarés ciclos de LL-IL-10 e 3
ciclos de LL-HSP65. O grupo LL-IL-10+ LL recebeu fdema alternada trés ciclos de LL-IL-10
e 3 ciclos de LL (contendo o vetor vazio) desdeuarta semana de vida. O grupo Controle
recebeu apenas meio. A glicemia foi medida semamdbn(n=8).Cada ciclo equivale a 4 dias

seguidos de tratamento por via oral. O protocoltatamento esta esquematizado na figura 2.
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Os achados experimentais dos estudos de admidisti@al del.lactisHSP65 nos
modelos de EAE e colite ulcerativa mostravam queeoanismo de protecao alcancado pelo
LL-HSP65 se relacionam com o fendmeno da toler&oreia Assim, diante desses sucessivos
resultados negativos no modelo de diabetes espmtanssa hipétese principal era de uma
falha importante nos mecanismos de inducdo deatotex oral e de células Treg na mucosa
intestinal dos camundongos NOD. O proximo pasgoefttdo, investigar se esse processo
fisiolégico de incorporacéo antigénica (a toleranmial) estaria preservado na linhagem de
camundongos NOD. Em geral, todas as linhagens daurgdongos selvagens e
imunocompetentes até entdo testadas desenvolvarartola a antigenos previamente
contatados pela mucosa intestinal quando utilizampotocolo de ingestdo continua (Faria
et al., 2003). Para nossa surpresa, camundongosdé@ibstraram resistentes a inducdo de
tolerancia oral (identificada como supresséo daygéo de anticorpos séricos anti-OVA) e

ambos os grupos de camundongos NOD produziramsesipoune similar (Fig. 18).
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Figura 18. Avaliacdo da inducdo de tolerancia orabm camundongos NODCamundongos
NOD ou BALB/c fémeas receberam 20mg de solugaocecaiat ovalbumina (grupo ova oral) ou
apenas agua (grupo agua) por ingestao voluntaria4oboras. Sete dias depois, 0s animais foram
imunizados i.p. com OVA e hidréxido de aluminio {@H)s. Quatorze dias depois, 0s
camundongos receberam upoosterde OVA soluvel. Os anticorpos IgGl anti-Ova foram
medidos por ELISA. As barras representam a mediEM de 5 animais por grupo. * indica

diferenca estatistica entre os grupos, utilizanteste T (P < 0.05).
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A partir dessa confirmacao da falha na inducédootkeréncia oral nos camundongos
NOD, o objetivo do nosso estudo passou a ser fa=mte entender as possiveis alteracdes na
fisiologia intestinal e funcionamento do tecidddide associado a mucosa nos camundongos
NOD.

A participacdo de células T reguladoras induzidas periferia (iTregs) ja foi
demonstrada como um dos mecanismos para o esiafie da tolerancia oral (Mucida et
al., 2005; Curotto de Lafaille et al., 2008) e uosgivel defeito na geracdo desses linfécitos
T sempre foi grande alvo de debate na literaturaoleendo doencas autoimunes,
principalmente na diabetes tipo 1 . Sabe-se quéasétiendriticas CD11€D116'CD103
sdo capazes de produzir acido retindico e PGRigram da lamina prépria do intestino
delgado para os linfonodos mesentéricos onde imiuzaliferenciacdo de células T CD4
expressando Foxp3 a partir de linfocitos naive (Bt al., 2007; Coombes et al., 2007).
Uma forma de reproduzir esse processovitro é isolando-se, pocell sorting células
dendriticas e células Maivede camundongos e, através de co-cultura das meavaisr a
expressao do fator de transcricdo Foxp3 nos litd®dnicialmente negativos para tal. Visto
gue os camundongos NOD e NOR compartilham o mesmptdtipo de MHC, pudemos
realizar co-culturas utilizando diferentes combdes; de DCs e células faive como
esquematizado na figura 19. Entretanto, utilizamdono estimulo DCs originadas da
linhagem NOD ou NOR, ndo houve diferenca na indwgd-oxp3 nas células Aaive de

ambas as linhagens de camundongo (Fig. 19).
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Figura 19. Avaliagdo da capacidade de inducdo de &gs por DCs de camundongos NOD.
Células dendriticas (DCs - CDITD103) foram isoladas pocell sorting como demonstrado

na figura 20. Linfécitos Tnaive (CD4'CD25CD62L"CD44°) foram isolados pocell sorting
conforme demonstrado na figura 3C. DCs de camuraohNgD e NOR foram cultivadas com
células T naive de camundongos NOD e NOR em cagbes alternadas na presenca de
estimulacdo por anticorpos monoclonais anti-E[Btenta e duas horas depois, as células foram
analisadas por citometria de fluxo para avaliagifrefjuéncia de células T CDdxpressando o
fator de transcricido Foxp3. Qdot plots e as frequéncias de células CPdxp3 acima

representam o resultado de um experimento cormpagide 7 animais.

Entretanto, apesar de néo ter havido diferencaapacidade de inducdo de Tregs por
DCs de camundongos NOD e NO&yando analisados os perfis celulares obtidos tRi@n
procedimento de separacao das ceélulas dos linfenmdsentéricos desses animais, nota-se
uma menor frequéncia de células CDTIR116'CD103 em camundongos NOD quando
comparados com os camundongos NOR (Fig 20).

68



9 oli

I x| +

S NOR s NOD

‘l' co1te ¥ DC - CD11b+CD103+
DC-CD11b+CD103+ - el

2 e z —> 22.4%
5 q copios+/coLns 30.3% ‘|-_J E OIS
g Py o0
g 3 : g

& all S S 5
e Ol £
S~ (<)}
) - )

3 - ;

o MHC-I CcD11b MHC-II CD11b

Figura 20. Frequéncia de DCs CD111£D103" obtidas durante a separagdo celularcell
sorting) nos linfonodos mesentéricos de camundongos NORI®D utilizando-se a expressdo

das moléculas de MHCII, CD11lc, CD11lb e CD103Células dendriticas (DCs) foram
selecionadas obtendo-se a populacdo CIMHE-I1"CD116CD103". Um canal de
fluorescéncia foi utilizado para excluséo de liitfde B e linfocitos T (CD19/TC&B/TCRY)), e
através dos marcadores MHCII, CD11c, CD11b e CO&f8n selecionadas as DCs do subtipo
2 (CD11BCD103), seguindo a classificacdo esquematica adotasta t@balho. Os gréficos
representam os perfis celulares obtidos pelo pnagfaiva (BD)durante a separac¢do de DCs dos
linfonodos mesentéricos. Foi utilizado ool de 7 camundongos de cada uma das linhagens
(NOD e NOR). Em vermelho encontra-se a frequéteiBCs CD118CD103 em cada amostra.

Avaliamos em seguida a permeabilidade intestinabeg animais em periodo anterior ao
acometimento pela diabetes, uma vez que em muitascds inflamatérias do intestino,

ocorre um aumento da translocacdo microbiana gémdta. Entretanto, ndo houve diferenca
na concentracdo do composto conjugado FITC-dextransoro de camundongos NOD e
BALB/c quatro horas apos a administracao intragastieste (Fig. 21). Isto sugere que a
permeabilidade intestinal, medida por esse métonéo,esta alterada na linhagem NOD na

idade de seis semanas.
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Figura 21. Avaliacdo da permeabilidade intestinal m camundongos NOD.Camundongos
NOD ou BALB/c receberam gavagem de g08e solucdo de FITC-dextrano a 8mg/ml em PBS.
Quatro horas mais tarde, o soro foi coletado pavaagem, em espectrofotdmetro, da
concentracao do composto em cada amostra, bassamdona curva padrdo. As barras indicam
a média + SEM de 5 animais por grupo.

Partimos entdo para a caracterizacdo das subpopslage células apresentadoras de
antigenos (APCs), linfocitos Thl, Th17 e Treg maifé propria da mucosa intestinal e nos

linfonodos mesentéricos e pancreaticos.
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int. delgado célon  LNM int. delgado coélon LNM

6 semanas 15 a 18 semanas
Figura 22. Contagem total de células extraidas em camundongii©D e NOR.Os linfonodos
mesentéricos (LNM) e intestinos foram removidos p@saprocessamento as células foram
extraidas e contadas. As barras representam a m&id do namero total de leucécitos viaveis
por animal obtidos em trés experimentos (6 semamaglatro experimentos (15 a 18 semanas)

distintos compostos por umool de 4 animais em cada.*indica diferenga estatigic@.05
utilizando-se teste t.
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Observamos um aumento evidente do numero de cédiitas presentes tanto no colon,
guanto no intestino delgado de camundongos NOD repagéo aos camundongos NOR na
idade de 15 a 18 semanas (Fig. 22). Nessa idadearnandongos NOD ja apresentam
insulite e alguns animais tém a glicemia elevada

Camundongos NOD de 15 a 18 semanas apresentaramtaliceducdo na frequéncia
de células T CD4Foxp3 nos linfonodos mesentéricos e pancreaticos assino ma lamina
propria do intestino. Esses animais apresentaradeanaior frequéncia de linfocitos CD4
produzindo IL-17 (Thl17) quando comparados aos cdongos NOR de idade
correspondente (Fig. 23). Porém, somente quandanakses foram ajustadas quanto ao
namero absoluto de células, o aumento de linféditds/ se torna significativo. Desse modo,
camundongos NOD pré-diabéticos mostraram aumentouneero de linfécitos Th1l7 nos
linfonodos pancreaticos. Ja na lamina propria destmo delgado e do célon e nos
linfonodos mesentéricos s6 ha aumento do numermlwbs de células Thl7 em

camundongos NOD diabéticos (Fig 24).
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Figura 23. Frequéncia de células Treg, Thl e Thl7os linfonodos e lamina prépria do
intestino.em camundongos NOD e NORDot Plots representativos da frequéncia de células
Treg (CD4 foxp3’), Thl (CD4 IFN-g") e Th1l7 (CD2 IL-17") nos linfonodos mesentéricos,
pancredticos e na lamina prépria do intestino digigado colon. Cadalot representa urpool de
células de 4 camundongos NOD diabéticos ou 4 cdamgos NOR controle avaliados por
citometria de fluxo. As analises foram realizadagprograma FlowJo (TreeStar), de acordo com

a estratégia de analise exemplificada na Figura 3B.
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Figura 24. Numero absoluto de células Th17 nos liofodos e na lamina prépria do intestino
em camundongos NOD e NORA frequéncia de células T CD4rodutoras de IL-17 e a
contagem total de células foram utilizadas pameserminar o nimero absoluto células Th1l7 em
cada orgdo em diferentes estdgios da evolucdo aleetds: pré-insulite (6 semanas), pré-
diabéticos (15 semanas e sem glicemia elevadapletiios (15 a 18 semanas e com alta
glicemia). As barras representam a média + SEM(uoeno total de células T CO#-17" de 2
experimentos consistindo de ymoeol de 4 animaisada (pré-diabéticos e diabéticos) e de 3
experimentos constituidos de ywol de 3 animais cada(pré-insulite).
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Também observamos um aumento no numero de céluamitpras de IFN+ (Thl) na

lamina propria do intestino delgado de camundomNOB que ja apresentam hiperglicemia
(Fig 25).
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Figura 25. Numero de células Thlna lamina prépria d intestino delgado de camundongos
NOD e NOR.A frequéncia de células T CD#rodutoras de IFN-e a contagem de células foram
utilizadas para se determinar o nimero absoluteélidas Thl na lamina prépria do intestino
delgado em animais pré-insulite (6 semanas), @ééticos (15 semanas e sem glicemia elevada) e
diabéticos (15 a 18 semanas e com alta glicemig)b&ras representam a média + SEM do
namero total de células T COU-IFN-y" de 2 experimentos consistindo de pool de 4 animais

cada (pré-diabéticos e diabéticos) e de 3 expetonaronstituidos de upool de 3 animais cada
(pré-insulite))

A presenca de um estado pro-inflamatorio e a pdaaquilibrio entre ativacdo e
regulacdo nos camundongos NOD podem ser constatada&s claramente quando 0s
resultados sdo dispostos em relacao proporcioatd) entre células Treg e células Thl7.
Essa razdo estava alterada em todos os érgaosaaaslinos linfonodos pancreaticos de
camundongos NOD diabéticos e pré-diabéticos (fay. 2
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Figura 26. Proporcdo entre células Treg e Th1l7 nodinfonodos mesentéricos e
pancreaticos e na lamina prépria do intestino de caundongos NOR e NOD.Apés a
determinacéo dos nlimeros absolutos de células ©k#3Fe Th17, foi calculada a raz&o entre
as mesmas e os valores obtidos foram indicadoscdel@ com os 6rgdos e o estagio de

evolucdo da doenca. As barras representam a m&kdvtdas razbes Treg/Thl7.

Sabendo-se que as células apresentadoras de ast(@€Cs) sdo cruciais na definicdo
da polarizagdo da resposta imune e participam f@aedciacdo de linfécitos para células
Thl, Thl7 e Treg, avaliamos a composicdo de magwéfa células dendriticas de acordo
com as mais recentes estratégias de caracteriZag@dipica. A figura 27 mostra as
subpopulacdes de APCs predominantes na mucosdiriates as expressoes fenotipicas
correspondentes. A figura 28 lista as caracteaistig descritas para cada uma dessas APCs.
Como esperado, na lamina prépria do intestino pnélam macréfagos (F4/8€D11¢™)
enguanto que, nos linfonodos mesentéricos, asasélidndriticas sdo preponderantes (F4/80
ocD11¢) (Fig. 29 e 30). Usando o perfil de camundongodsNOmo controle, observamos
gue houve reducédo da frequéncia de macrofagos mantdlon quanto no intestino delgado
de camundongos NOD pouco antes da manifestacdoactia diabetes (Fig. 29). Por outro

lado, nos linfonodos mesentéricos e pancreatic@noheais diabéticos, houve uma alteracéo
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na composicado de células dendriticas com uma aommentrepresentacdo do subtipo # 1
(CD11b+CD103-) e uma reducéao no subtipo # 2 (CDCINK3+) (Fig. 30).

Células MHC-IIM

Macréfagos— F4/80"CD11c '

DC#1 - F4/80'9-CD11c*CD11b*CD103-

DC#2 - CD11c*CD11b*CD103*

CD103
HE

P T Y

DC#3 - CD11c*CD11bCD103*

F4/80

Figura 27 . Populacdes de macrdofagos e células dendriticastafeninadas através de

citometria de fluxo utilizando-se marcadores MHC-II, F4/80, CD11c, CD11b e CD103.

Grafico representativo de uma amostra de céluladrdma propria do célon. Em destaque as
distintas subpopulagfes de APCs definidas nediallra como macrofagos e DCs subtipos 1,2 e
3. A amostra foi analisada conforme estratégia detremtes na figura 3A e as subpopulagdes de
APCs obtidas foram plotadas em um grafico demomdtraa expressdo das moléculas F4/80 e
CD103. Macréfagos residentes sdo ainda CX3CBR1CD64+. Essas moléculas ndo foram

marcadas neste estudo.
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Figura 28 . Quadro esquematico com caracteristicadas células apresentadoras de antigeno
da lamina prépria de camundongosAs informacfes aqui contidas foram sistematizadaesrtir

da anadlise dos estudos mais recentes dos grup@&riale Kelsall e de Alan Mowat. Esses
pesquisadores avaliaram caracteristicas fenotipioagfologicas, moleculares e funcionais das
APCs na lamina prépria de camundongos e fizerarbdamrevisdes detalhadas da literatura sobre
o tema (Rivollier et al., 2012; Persson et al.,20derovic et al., 2013) . (?) indica que ndo ha
dados conclusivos na literatura. Os termos subtip@se 3 foram utilizados neste trabalho apenas

para simplificar a nomenclatura.
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Figura 29. Proporcdo entre as células apresentadaade antigenos (APCs) na lamina
prépria do intestino de camundongos NOR e NOD préidbéticos. Apos a identificacdo de
cada subtipo de célula dendritica (DC) e de magojfas valores foram inseridos em forma de
grafico para avaliar possiveis alteracdes nesgaslggbes entre camundongos NOR e NOD. A
proporcédo de macréfagos dentre as células QIMHC-II" estad demonstrada no eixo y a
esquerda, enquanto que as proporcdes de cadacsdbtpC dentre as células COIGRMHC-

I1"CD11¢" estdo demonstrada no eixo y & direita. Os resadtagrresentados representam um

poolde 4 camundongos em cada grupo.
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Figura 30. Proporcéo entre as células apresentadaade antigenos (APCs) nos linfonodos
mesentéricos e pancreéticos de camundongos NOR e Dl@iabéticos.Apos a identificacao de
cada subtipo de célula dendritica e de macréfegywalmres foram inseridos em forma de grafico
para avaliar possiveis alteragdes entre camunddw@dse NOD. As proporgdes de cada tipo de
APC dentre as células COTERMHC-II" estdo demonstradas. As barras represeraaisde

4 camundongos em cada grupo.:
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Sabemos que cada uma dessas subpopulacfes de sfaCsneolvida em atividades
especializadas no sistema imune, particularmentautsa intestinal. Portanto, na tentativa
de relacionar as alteracdes proporcionais de A7 e Tregs e a atividade das células
apresentadoras de antigenos, quantificamos a efpragnica, por PCR quantitativo, de
citocinas envolvidas nesse processo de difererciagssenciais para a atividade imune no
intestino. Verificamos que camundongos NOD apitasam menor expressao de IL-10 ja na
fase pré-insulite e mantiveram esse nivel menofasa pré-diabética. Houve aumento de
expressdo de IL-6 e IL-12 no intestino delgadoataundongos NOD pré-diabéticos e de IL-
12 tanto em camundongos NOD pré-insulite e prédfietss quando comparados com

camundongos controle NOR (Fig. 31).
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Figura 31. Quantificacdo da expressdo de citocina® intestino de camundongos NOD e
NOR. O RNA de amostras de tecido do intestino delgado edlon de 9 camundongos NOR e 9
camundongos NOD na fase pré-insulite e pré-diatbeigairificado. Apos a obtencéo de cDNA e

amplificacdo dos genes de citocinas qmmerspelo métodoragMan foi detectada a expresséo
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génica das citocinas IL-6, IL-10, IL-12. As barrapresentam a média da expresséo relatéra

cada gene avaliada em relacdo a amplificacdo doote@endogeno GAPDH.

81



Discussa



Discussao

Para que uma rede bioldgica tdo diversa de célulasanismos de ativacdo e vias
efetoras atue de forma coordenada e em equilibrioseus proprios componentes e ainda se
adapte aos estimulos externos sdo precisos refimagcanismos internos de comunicagao
celular e molecular. Esse é o caso do sistema inacada vez mais tentamos entender as
vias intrinsecas de regulacéo de sua atividade.

Um dos eventos biologicos que desafia essa capcatiaptativa do sistema imune € a
inflamacéo, seja ela causada por processos dewviddgarento e remodelamento tecidual,
respostas imunes a infec¢cdes ou em sitios de canéstimulacdo antigénica e microbiana,
como o intestino. Nesses casos, se acentuam poscessno producdo e secrecdo de
guimiocinas e citocinas, vias de sinalizacdo danidade inata, alteracdes no endotélio
vascular, apresentacdo de antigenos, ativacaoemifacdo, migracdo e proliferacdo celular.
Esses processos normalmente sdo desencadeadosrdie @mm uma cinética adequada de
estimulo e regulacdo. Mas, em situacbes de infeccé@nicas, ou devido a falhas nos
processos de inducdo de tolerancia central ouépedaf como doencas autoimunes e
alérgicas, a capacidade de regular os mecanisnil@snatorios se mostra comprometida
podendo causar dano tecidual e importantes secael@aganismo.

Nosso grupo de pesquisa had muito tempo tem inwestid reforcar e explorar esses
mecanismos de controle inflamatério e incorpordgoldgica de antigenos, como € o caso
da tolerancia oral. Esse fenbmeno constitui ummdoeficaz e duradoura de expandir ou
reforcar a toleréncia imunolégica e € comprovadaeneapaz de impedir a instalacdo de
doencas inflamatdrias. Com o intuito de potencalips efeitos da tolerancia oral em
situacbes em que os agentes desencadeadores atragdb sdo indefinidos ou multiplos,
passamos a utilizar a proteina bacteriana Hsp6%® duenologa a um antigeno de mamiferos
ubiguamente expresso em sitios inflamatoérios (Hsg6Que possui profundo impacto na
atividade imunoldgica.

Os estudos pioneiros do nosso grupo de pesquiizantio a bactérid.actococcus
lactis modificada para produzir e secretar a proteinahdgue térmico de 65 kd (de Azevedo
et al., 2012) envolveram os modelos experimenwisrtefalomielite (EAE) (Rezende et al.,
2012) e colite ulcerativa (Gomes-Santos et al., 420Ambos os modelos possuem um
importante componente inflamatério, autoimune, cawado envolvimento da microbiota e
da atividade imunoldgica na mucosa intestinal datie a administracdo oral de LL-HSP65

nessas condi¢des patoldgicas se mostrou uma parasstratégia de imunorregulacgéo.
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Entretanto, devido aos multiplos papéis descrilas Hsps sobre a atividade
imunologica, buscamos, a partir deste trabalho, homelesclarecer os mecanismos
responsaveis pelo seu efeito e determinar o emaetvio de subpopulacées linfocitarias e de
receptores da imunidade inata no efeito imunomalduldo tratamento oral com LL-Hsp65.

Uma das formas de interacdo das Hsps com o sistenme € através de receptores do tipo
toll (TLR) e muitos trabalhos ja4 demonstraram aoagike Hsp60 por essa via de
reconhecimento e sinalizagédo inata. Essa familiprdeinas estruturalmente relacionadas e
envolvidas com o reconhecimento de padrdes molesula tipicamente relacionada a
resposta imune contra patdégenos e a consequertieggmwado hospedeiro. Entretanto, apesar
de seu comprovado papel no reconhecimento de devéigantes microbianos e da ativacéo
de diferentes cascatas de sinalizagdo intracelyliar levam a respostas inflamatérias e
contribuem para eliminacdo de patdgenos (Akira lkeda, 2004), esses receptores podem
também estar associados a mecanismos endogenidsagé@do sistema imune.

Os resultados apresentados na figura 4 deste halainfirmam a capacidade do
produto da bactéria LL-Hsp65 em estimular via remegs TLR2 e TLR4 levando a ativacao
da transcricdo de NB. A verificacdo de que até 72h ap0s o tratamerdbsdo encontradas
LL-Hsp65 viaveis no intestino delgado e célon dmgadongos (Rezende et al., 2012) e a
confirmacdo do efeito agonista do Hsp65 principa®eem TLR2 permite inferir que o
tratamento oral com LL-HSP65 potencialmente podseeadear sinais em células
expressando TLR2 na mucosa intestinal. Esse é @ dm®nterdcitos, colondcitos, células
dendriticas, macrofagos, linfocitos B, células Bireda outros tipos celulares amplamente
distribuidos na lamina prépria do intestino e ra&blos linfoides isolados.

Neste trabalho, verificamos especificamente quatarhento oral com LL-Hsp65 induz
um aumento de células T reguladoras dependenteedanga de receptores TLR2 (Figs. 5 e
6). Em acordo com os resultados mostrando o emaelvio de TLR2 para os efeitos de LL-
Hsp65 (Fig.4 a 6), a presenca dessa via de sigabzii necessaria para a manutencdo dos
niveis normais de IL-10 e da integridade intestigddhcionados a prevencao de colite por
DSS nos camundongos tratados com LL-Hsp65 (Gome®mSsat al., 2014).

Dados da literatura também mostram que efeitostidacéo via TLR2 potencializa a
atividade supressora de linfécitos T CB®D25"" humanos e estimula a proliferacdo de
células T reguladoras (Foxj)3n vitro, bem como sua sobrevivéncia sem afetar a capacidad
supressora dessas células. Os efeitos co-estimetade Hsp60 em Tregs via TLR2 foram

relacionados ao aumento de PKC, quinase PI-3 ee#® potencializados pela inibicdo de
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ERK (Zanin-Zhorov et al., 2006). Esse poderia sBr dos mecanismos de protecao
alcancados pelo LL-Hsp65 nos modelos de colite e.EEBntretanto, alguns estudos
demonstraram que a Hsp60 poderia também maneéets afatividade de células T efetoras
pela ligacdo a TLR2 de outras maneiras: a) inibiadmigracdo e a entrada em sitios
inflamados; b) reduzindo a expressao de fatorésadscricdo como o T-bet, NéB e NFAT;

¢) induzindo reducéo da liberacdo de TtllE-IFNy e aumento da producao de IL-10 (Zanin-
Zhorov et al., 2003, 2005). De fato, observamosmenor infiltrado inflamatorio no sistema

nervoso central de animais tratados com LL-Hsp@s apinducdo de EAE (Rezende et al.,
2012).

Contudo, ndo podemos eliminar a hipétese de quemerto observado na frequéncia
de células CD4 LAPe CD4Foxp3 poderia ser um efeito secundario da acdo do Hsp65
sobre células dendriticas, macrofagos e até meshme e epitélio intestinal.

Sabemos que o microambiente da mucosa intestirsglupgaracteristicas Unicas que
permitem que varios subtipos celulares adquiramactaristicas distintas e especializadas.
Macrofagos presentes no colon, por exemplo, examessmiformemente TLR2. No entanto,
essas células normalmente ndo ativam respostasnatfbrias, mesmo estando diretamente
em contato com iniUmeros estimulos microbianos (Ba#owat, 2011). Parece haver, nessas
células, algum bloqueio na sinalizacdo posterisinalizacéo via TLRs que resulta na falha
em translocar NF-kB para o ndcleo ou a pelo impedim desse fator de transcricdo em se
ligar ao DNA e ativar a transcricdo génica. Essegitio se relaciona a uma reduzida
expressdo de moléculas sinalizadoras como MyD8#KIR TRAF6 e a expressao
constitutiva do inibidordBa (Smythies et al., 2010Ds macrofagos na mucosa expressam
receptores inibitérios como CD172a (SIRPa), CD206Rédceptores para as citocinas IL-10 e
TGF{3 que sédo conhecidas como os principais fatores megpeis por esse estado refratario
dos fagdcitos residentes (Smith et al., 2010; Siegtht al., 2005). Como ja discutido, essas
células sdo consideradas importantes para a difagéo final e manutencdo de Tregs na
lamina proépria devido a sua producao constitutigdld10 (Murai et al., 2009; Hadis et al.,
2011).

Com relacdo as células epiteliais do intestindjvagéo de NKB resulta na producéo
de fatores como TSLA fiymic Stromal Lymphopoiejique pode inibir a producao de IL-12
por DCs e favorecer que essas ceélulas contribuam galiferenciacdo de Th2 e Treg em
detrimento de Thl (Rimoldi et al., 2005). A produgde TGFB e &cido retindico pelas
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células epiteliais, do mesmo modo, pode favorecefesenvolvimento de DCs CDI03
capazes de induzir Tregs (Peterson e Artis, 2014)

Portanto, apesar de verificarmos o efeito de exmm®e Tregs, ndo podemos ainda
determinar todos os tipos celulares afetados patlamento com LL-HSP65 nem de que
forma a interacdo de HSP65 via TLR2 poderia interfeas vias de sinalizacdo e ativacéo
particulares dessas células adaptadas ao microat@biéerenciado do intestino.

Mesmo tendo observado que ha aumento de céluld34TLBP* apds tratamento oral
com LL-Hsp65, e que a eliminagdo de células expreks LAP abole o efeito protetor no
modelo experimental de EAE (Rezende et al., 2042, descartamos a possibilidade de
outros tipos celulares expressando LAP participadesse efeito imunorregulador.

As células T gamma-deltgd) sdo consideradas a primeira linha de defesa aontr
patégenos devido a sua maior presenca em tecidtetiap e no intestino e por responderem
a sinais via TLR, e via TCR de forma independemeviHC (Vantourout e Hayday 2013;
Wesch et al.,, 2011). Entretanto, fun¢cdes imunofeslguas ja foram descritas para essas
células. Camundongos deficientes em linfocitgs fiesenvolvem colite espontaneamente e a
transferéncia de linfocitog intraepiteliais melhora a patologia nesse modelagaki-Ohara
et al., 2004). Além disso, a inducao de tolerarmi@ € comprometida pela auséncia de
células Tyd (Mengel et al., 1995; Fujihashi et al., 1999). eat shock proteinfHSPs) tem
sido descritas também como ligantes importante3 @Byd, sendo que essa ligacdo pode
ocorrer sem a necessidade de processamento por(8R&@snpagne, 2011).

Inicialmente encontramos uma pequena frequéncatldéas Tyd expressando LAP no
baco de camundongos C57BL/6 (Fig.7). ApO6s uma smalcriteriosa de outros
compartimentos linféides, identificamos as placasPeéyer como o principal sitio ocupado
por esses linfécitos, onde elas representam cexrc@0% de todas as ceélulasyd (Fig. 7).
Posteriormente, os efeitos supressores dessa silagap de linfocitos S LAP™ foram
demonstrados e os resultados foram recentementgetidbs para publicacdo (Rezende et al.,
2014 - Anexo 4). Ainda nao foi possivel avaliaressa populacéo de linfécitos exerce papel
no efeito imunorregulador de LL-Hsp65, assim coméslas T CDALAP™,

"Apesar do efeito positivo observado pelo usd dictis produtor de Hsp65, qualquer
abordagem terapéutica que acentua a acdo de cédglakdoras e reduz a producdo de
resposta inflamatoria deve também se mostrar segia@io a nao induzir imunossupressao e
déficit na imunidade anti-infecciosa. Esse pareie $er o caso do nosso modelo, uma vez

gue os camundongos tratados ndo apresentaram neldieno na sua capacidade de limitar
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a infeccao bacteriana p&almonella O Hsp65 parece ter mantido a producdo de antisorp
especificos, mas, ao mesmo tempo potencializounisoas de controle da inflamacéo e de
dano tecidual como pode ser observado pela reddggieventos inflamatorios na mucosa
intestinal dos camundongos infectados e previantesti@dos com LL-HSP65 (Figs. 8 a 11).
Nossos resultados nos remetem a um aspecto d@cogbagasito-hospedeiro foi discutido
interessantemente por Schneider e Medzhitov. Easesres propdem que tolerar uma
infeccdo, e ndo soO resistir a um patdégeno, podersarforma evolutivamente vantajosa de
limitar a destruicdo causada pela inflamagéao eostapmune exacerbada (Schneider e Ayres,
2008; Medzhitov et al.,, 2012). Entretanto, exigtmbém a possibilidade do LL-HSP65
mediar um efeito protetor diretamente por indugd@eptideos antimicrobianos pelo epitélio
e pela acao de ILCdnpate Lymphoid Celjsprodutoras de IL-22 que possuem reconhecido
papel na protecdo contra patdgenos intestinaisraCuassibilidade € a interferéncia na
capacidade migratéria ou no perfil de ativacdoAREs que poderiam limitar a perpetuacao
inflamatoria. Entretanto, um efeito unicamentetangerado pelo Hsp65 ou de competicao
pela bactérid.. lactis parece ndo ser o caso, visto que os animais fdesafiados com
Salmonella somente sete dias ap0s o tratamentoAssiim, o intervalo prolongado elimina
os efeitos diretos db.lactis (que somente persiste no intestino por 48-72 herésrna uma
acao direta de estimulacéo de células do teciflmdi® associado a mucosa intestinal (GALT)
mais provavel. Esse probiotico pode ter mediaddeaimm efeito adjuvante na resposta imune
anti-infecciosa visto que o grupo LL-Hsp65 foi camke gerar uma resposta humoral mais
robusta (Fig. 11). A acao dactococcus lactiiCD02118 como um probidtico que potencia
os efeitos supressores da tolerancia oral indyzdaima proteina foi recentemente descrita
por Mercadante e colaboradores no modelo de doemgarto-versus-hospedeiro (GVHD)
(Mercadante et al., 2014). Nesse trabalho, os esitmostraram que a associacad.digctis
com antigenos alogénicos (derivados de célulagmispk) por via oral nos doadores de
células foi capaz de inibir a reacdo de GVH em catongos. Esse efeito foi mediado por
células B LAP e dependente da citocina IL-10 sugerindo um piap@brtante dos linfécitos
B nas propriedades imunomoduladorasLdactis. O papel imunorregulador do LL-HSP65
no contexto da infeccdo estd sendo avaliado atuméémem modelo de infeccdo por
Leishmania majoronde parte da resposta patologica e do dano tec@diaanbém creditada
ao sistema imune.

Os resultados obtidos pelo tratamento oral toractis produtor de Hsp65 indicam a
possibilidade de se reduzir contextos inflamatoeogroteger o organismo da atividade

autoimune. Nos trabalhos anteriores do nosso gmgilizamos o tratamento coin.lactis
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produtor de Hsp65 previamente a inducdo de moa@adpsrimentais de doencas inflamatérias
agudas ou cronicas: a) a administracéo oral de D&fa a inducéo de colite experimental

em camundongos C57BL/6 (Gomes-Santos et al., 2@)4);imunizacdo com os peptideos

35-55 da proteina MOGnyelin olygodendrocite protéire inje¢cdo da toxina pertussis - para
a inducéo de EAE (Rezende et al., 2013). Nessexiengntos, as vias de imunorregulacao e
provavelmente de tolerancia oral ja estavam edaiols quando o desafio inflamatério

ocorreu (a inducdo da doenca). Neste estudo, petipara a avaliacdo do efeito do

tratamento com LL-Hsp65 num modelo de doenca auwteérde origem espontanea que € a
diabetes tipo 1 em camundongos NOD.

Algumas intervencgdes visando restaurar a imunolaegao no contexto da diabetes ja
foram desenvolvidas em camundongos NOD e tambémdees clinicamente. Dentre elas,
destacam-se 0s ensaios envolvendo as Hsps, codmiistracdo do peptideo DiaPep277 da
Hsp60 (Elias et al., 1997; Schloot e Cohen, 2013)

A Hsp60 ja foi descrita como um antigeno envolvidadiabetes, porém acredita-se nao
se tratar de um auto-antigeno primario na patogéaesm envolvido com a regulacdo da
insulite (Birk et al., 1996; Van Halteren et aD0D).

Dessa forma, a perspectiva de se utilizar o fenéntentolerancia oral associado ao
potencial imunorregulador da Hsp65 para suprin@tieacao dos mecanismos envolvidos na
patogénese da diabetes autoimune se mostrou coraoideia promissora. No presente
estudo, entretanto, a administracdo oral de LL-Hsp6ja em dose Unica ou tripla ou ainda
associada a administracdo ldelactis produtor de IL-10 n&o foi suficiente para impedlir
desenvolvimento da diabetes espontanea em camursidi@pD (Figs. 14, 16 e 17).

Outros grupos demonstraram a supressao da diabetesamundongos NOD pela
estratégia da tolerancia oral, mas apenas o upeptaleos antigénicd&ong et al., 2010) ou
a administragdo neonatal de insulina pela via foram efetivos (Maron et al., 2001). Uma
abordagem recente de inducéo de tolerancia orataanundongos NOD utilizou a bactéria
Lactococcus lactigecombinante que liberava antigenos diretamentenmeosa intestinal.
Peptideos da gliadina produzidos pleldactis foram capazes de suprimir respostas sistémicas
de células T efetoras especificas para essa poteds camundongos NOD ABoD@g8
transgénicos, utilizados como modelo de doencaazeHuibregtse et al.,, 2009 ntretanto,
esses animais foram gerados para produzir umagkmharansgénica com o repertério de
células T modificado e ndo ha correlagdo com umiaaree no desenvolvimento de diabetes
(Gong et al., 2010). Outro estudo de inducao dgaokia no camundongo NOD utilizando

lactis recombinante para produzir insulina suprimiu angag mas, nesse caso, além do
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antigeno especifico, foram coadministrados, pela wral, anti-CD3 e IL-10, que
potencializaram o efeito modulador do tratamenfakiishi et al., 2012 Sabemos que
peptideos da Hsp65 também possuem atividade monsistnune, mas a citocina IL-10 deve
estar intacta para exercer seu efeito anti-inflan@{Slavin et al., 2001). No nosso estudo, a
degradacéao gastrointestinal pode ter limitado ussijvel efeito potencializador do tratamento
no nosso protocolo de administracdo conjunta ddOlLe Hsp65 vialL. lactis. Outra
possibilidade é que a dose utilizada (secretadantsmpeamente pelo.lactis produtor de IL-
10) nado tenha sido suficiente para o efeito adjievdasejado.

Como ja discutido anteriormente, a administracab ae proteinas € capaz de impedir a
geracdo de resposta imune humoral elevada a essaonantigeno ap0s a imunizacdo. A
tolerancia oral induzida por ingestao voluntariaatigeno teve efeito mesmo em animais
velhos ou deficientes em IL-10 que possuem recodaeente alteracbes importantes na
homeostase intestinal (Santiago et al.,, 2010; Gedpaesos et al., 2011). Entretanto,
verificamos nesse trabalho que a capacidade deaodile tolerancia oral, mesmo utilizando
0 protocolo de ingestdo continua de antigeno (ssaoaso, a ovalbumina diluida em agua)
em camundongos NOD estava comprometida (Fig. 1@sds dados estdo de acordo com 0s
resultados de um trabalho recente que descrevepedimento de camundongos NOD em
estabelecer tolerancia oral utilizando um model@di®inistracdo de peptideos acoplados a
CTB (subunidade b da toxina colérica). Os autorestram uma reducao da resposta imune
especifica a antigenos administrados em camundaagissentes a diabetes (NOR), mas nao
em camundongos NOD (Presa et al., 2013)

Portanto, tornou-se importante avaliar a preseovagde mecanismos de
imunorregulagdo quando ha o objetivo de se utilisapeuticamente a via mucosa.
Decidimos, entdo, iniciar um estudo extensivo peesificar possiveis alteracbes nos
elementos imunorreguladores principais da mucasatinal de camundongos NOD. Assim,
teriamos um avanc¢o no entendimento do impacto tlmwdacdo da mucosa intestinal pela
microbiota e pelos antigenos da dieta no desemmelio da diabetes e, além disso,
poderiamos esclarecer como poderiamos intervitipasiente nesse importante componente
da fisiologia imunoldgica que € o intestino.

Um possivel defeito na capacidade de gerar céluleguladoras na periferia poderia
explicar a incapacidade de camundongos NOD em rg@arton tolerantes aos antigenos
ingeridos. De fato, desde a caracterizacdo deastlukeguladoras, distarbios na acao desses
linfocitos tem sido alvo de debate na literaturdreoautoimunidade. A diferenca aqui

observada na cinética distinta de expansédo deasélllegs entre camundongos C57BL/6
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(Fig. 6) e NOD (Fig. 12) ap0s o tratamento com L$pB5 poderia estar relacionada a uma
reduzida capacidade de manutencédo de células indgsidas na periferia. Estudos com
células T isoladas de bidpsias duodenais de pasietiibéticos indicaram uma menor
eficiéncia na geragdo de células T CBaxp3 por DCs CD103isoladas da lamina propria
do intestino. Este poderia ser um dos motivos paraenor frequéncia de células Tregs
observada no intestino desses individuos (Badaali,2011). Porém, pelas limitacbes em se
realizar co-culturas heterdlogas de células T e DE€sndividuos diabéticos e individuos
saudaveis, ndo se pode concluir exatamente sestrata um distlurbio nas DCs ou defeitos
intrinsecos aos linfécitos T.

Utilizamos a linhagem NOR para explorar melhor egsestdo utilizando linhagens
congénicas que expressam 0 mesmo MHC: camundon@&s eNNOD. Porém, nos nossos
experimentos de co-cultura, diferentemente doaetat humanos, a indugdo de foxp3 em
linfocitos T naivede camundongos NOD e NOR foi similar apds estimato DCs de ambas
as linhagens (Fig. 19). Entretanto, as DCs aquizatias foram obtidas dos linfonodos
mesentéricos. E possivel que as DCs de camunddi@bscom esse fenotipo e que chegam
efetivamente a esse 6rgdo possuam a mesma capmaddanhducdo de linfécitos Tregs.
Porém, como também demonstrado, a frequéncia deskéas nos linfonodos mesentéricos
de camundongos NOD era menor (Fig. 20) e essa dedpode causar um déficit na
capacidade total de diferenciacdo de células Tregssaio de estimulacdo com anti-GD3
vitro pode ainda néo refletir corretamente os mecanismatgais de indugédo de células T
reguladoras por células dendriticas carreandoemigintestinais vivo.

A deficiéncia na integridade da barreira intedti@aoutro fator que poderia estar
envolvido nas alteragdes da mucosa desses camuwslofAgcorrelacdo entre uma maior
permeabilidade intestinal e a diabetes tipo 1 telm demonstrada tanto em animais como em
humanos (Vaarala et al.,,, 2008). No presente estndo encontramos diferenca na
permeabilidade intestinal entre camundongos NO[RAEBAc de seis semanas de idade (Fig.
21). Entretanto, uma maior entrada de materiaisineosa foi evidenciada por outro estudo
em camundongos NOD pré-diabéticos de doze semanadade, quando comparados a
controles C57/BL6 ou NOR (Lee et al.,, 2009). O amimede permeabilidade intestinal
verificado ocorre concomitantemente ao inicio daulite e precede o desenvolvimento da
diabetes (Lee et al., 2009). Este poderia ser usrnfatores que contribuem para o inicio da
infiltracdo de células e ativagio da resposta \suwtoé invasiva no pancreas. Provavelmente,
em animais mais jovens, como os utilizados no nasdmlho, essa diferenca ndo pode ser

ainda ser evidenciada, ao menos com o ensaioadkilizm ambos 0s estudos que € 0 uso da
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técnica de medir a concentracdo de dextrano mamaddiuoresceina (FITC) no soro apés
gavagem com 0 mesmo composto.

Dessa maneira, o0 maior acesso de antigenos lwrandimina prépria ocasionando
uma sobrecarga aos mecanismos fagociticos e destaspio inflamatéria, poderia facilitar a
perda da homeostase na mucosa intestinal e forestienulos inflamatorios ao organismo
alimentando a progressao autoimune. Em concordéomeessa ideia, a perda da integridade
da barreira intestinal em camundongos NOD é adHepeala infeccdo entérica pela bactéria
Citrobacter rodentiume causa aceleracdo da insulite, ativacdo e piajé® de células T nos
linfonodos pancreaticos, agravando a patologiaalzetegLee et al., 2009).

Essa relacédo entre o intestino e a diabetes namvérsalmente reconhecida, mas um
conjunto de indicios experimentais nos permiterfalgpimas observacgoes.

Verificamos que, ao longo do processo de desenweiio da diabetes em
camundongos NOD, ocorreu um grande aumento deaséhd lamina prépria intestinal e
esse acumulo parece estar associado a uma comfigéieatoria, visto que observamos um
namero maior de células Th1l7 no intestino delgaddlen e um namero maior de células
produzindo IFNy no intestino delgado (Fig. 23 e 24). O mesmo ¢erfar observado nos
linfonodos mesentéricos. Porém, em camundongos N@diabéticos somente houve
aumento de células CDA-17" nos linfonodos pancreaticos (Fig. 24).

Apesar de tradicionalmente a diabetes ter sidoiderssla uma doenca de polarizacao
Thl, recentemente a participacédo de células proakitie IL-17 tem sido relacionadas a sua
patogénese. Células Th1l7 ja foram descritas cotamehte patogénicas e como mediadoras
primérias de inflamacé&o tecidual em condi¢cdes autoes (Martin-Orozco et al., 2009;Lee
et al., 2012).Criancas com diagnéstico recente de diabetes tipprésentam aumento de
células T produzindo IL-17 (Marwaha et al., 2019a diabetes, ha aumento de células T
CD4'CCR6 produtoras de IL-17. CCR6 € um receptor de quon&iimportante para a
migracdo de células para o intestino e sitios nmdi@rios onde ha producdo de seu ligante
CCL-20 (MIP-3a), como o intestino delgado e célylapancreaticas sob inflamacéo. O
bloqueio da ligacdo de CCL20 a CCR6 inibe o dedeimaento de diabetes tipo 1 em
camundongos (Lee et al.,, 2011). A polarizacdo Tpdféncializa a destruicdo de células
B (Honkanen et al.,, 2010) e anticorpos neutralizamtesIL-17 evitam a diabetes nos
camundongos NOD (Emamaullee et al., 2009).

Verificamos também que a propor¢cdo entre Tregs &7 Thstava reduzida em
camundongos NOD diabéticos em todos os 6rgaos énmfiasodos pancreéaticos de animais
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pré-diabéticos (Fig. 26). Aparentemente a perdeedialibrio entre ativacdo e regulacdo
ocorre inicialmente nos linfonodos pancreaticosstgriormente um processo de expansao
inflamatdria com a migragéo de células Th17 pardestino.

Os linfonodos pancreaticos foram demonstrados commo sitio privilegiado de
drenagem de antigenos e células presentes nongeri® no intestino. Essa conexdo se
estabelece nas primeiras semanas de vida do cangm{lturley et al., 2005). Os linfonodos
pancreaticos foram, entdo, considerados pelo gitapdathis e Benoist como uma intersecao
imunoldgica que permite 0 encontro de auto-antigesraocrinos provindos do péancreas e
antigenos externos vindos da mucosa (Turley et28D5). O pancreas, através de seus
produtos endocrinos e exocrinos, exerce destaaaugid no metabolismo energético. O
intestino € uma via de integracdo imunoldgica emtbeganismo, 0s nutrientes e a microbiota.
Talvez essa localizagdo privilegiada dos linfonoduncreédticos possa realmente se
relacionar a um mecanismo de integracao entre oladei e metabolismo do organismo.

Nos camundongos NOD foi demonstrado que célulastifadas no intestino
expressando o receptor de enderecamento para mudfiapodem infiltrar as ilhotas
pancreaticas, pois 0 endotélio associado passprassar o seu ligante MadCAM-1 durante a
insulite (Turley et al., 2005). Outro trabalho ntostque o bloqueio da adressina de mucosa
MadCAM-1 iniciado na terceira semana de idade irapadincidéncia de diabetes. Essa
molécula de adesdo seria necessaria para a ertead&lulas no intestino onde seriam
ativados linfocitos relacionados com a iniciagdoetgosta patologica da diabetes (Hanninen
et al., 1998).

Uma maior capacidade diabetogénica de linfocitosragdos dos linfonodos
mesentéricos de camundongos NOD de apenas trésiagrem comparacao ao linfonodo
pancreatico ja foi também demonstrada (Jaakko#. e2003). Foi proposto que a ativacao
inicial de células diabetogénicas se daria no times os linfonodos pancreéticos serviriam
como um estagio de amplificacdo da autoimunidaldakikola et al., 2003)

Os linfocitos poderiam, portanto, circular entrep@ncreas e o intestino e células
dendriticas poderiam transportar e apresentar ety intestinais nos linfonodos
pancreaticos. Pode-se especular que células aivaa@lanucosa poderiam migrar para o
linfonodo pancreético e, através da liberacdo dediaderes pro-inflamatorios, poderiam
contribuir para a ativagcdo de células naive durante o reconhecimento de antigenos

pancreaticos apresentados por DCs com carater géuaioo.
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Portanto, parece haver uma conexao imunologica riame entre 0 pancreas e o
intestino sendo que a autoimunidade na diabetesltipe correlacionaria a uma perda dos
mecanismos reguladores no tecido linféide assoc@achncosa. Entretanto, ndo esta claro se
essa alteracdo na mucosa intestinal é causa, c@mxég ou um efeito disseminado e
secundario da autoimunidade.

Muitas alteracdes funcionais ja foram descritasn@amrofagos e células dendriticas de
humanos e animais diabéticos. Podemos destacar,exemplo, uma deficiéncia na
capacidade de clareamento de corpos apoptotic&ié®'et al., 2002) e uma elevada
producdo de IL-12 em macréfagos de camundongos NfDoBndo comparados aos
camundongos controle NOR (Alleva et al., 2000).phsneiras células a infiltrar o tecido
pancreatico durante a peri-insulite sdo macrofagBsCs e constituem a principal fonte de
TNF-0 que é crucial para a inflamacédo tecidual (Dahleralgt 1998). Um estudo com
amostras sanguineas humanas demonstrou uma produgémntada de ILfle IL-6 por
mondcitos de pacientes diabéticos associada a uanar fnequéncia de células T IL-17
(Bradshaw et al., 2009).

Portanto, as APCs poderiam contribuir para essaripatdo pro-inflamatoéria
desequilibrada observada no intestino e nos lirdoaade camundongos NOD diabéticos.
Segundo Liu e colaboradores, células apresentadimagadas de NOD produzem mais
mediadores envolvidos na polarizacdo de célulag Thando comparado a camundongos
controle congénicos portadores do l6cus de resisténdiabetekld3. Uma maior producao
de IL-21 e menor de IL-2 favoreceria a geracao @elas Th1l7 em detrimento de células
Tregs (Liu et al., 2011). Esse poderia ser um désrds relacionados ao balanco irregular
também observado no nosso estudo, onde ocorreuwmenédd no numero de células
produtoras de IL-17 com potencial patogénico emcés a células T reguladoras (Fig. 26).

Apesar dos dados da figura 31 representarem sctigfio génica total das citocinas

IL-6, IL-12 e IL-10 no tecido, o perfil dessas citmas no intestino estd de acordo com as
alteracdes nos subtipos de macréfagos e céluladriiems observadas em camundongos
NOD e podem sugerir o papel funcional dessas APGdemos correlacionar a reduzida
expressédo de IL-10 no intestino delgado a uma memdribuicdo de macrofagos residentes
(F4/80hiCD11&°) aopoolde APCs (Fig. 29). Além de reconhecidos pela pradutg IL-10,

esses macrofagos também podem contribuir para atemg@o e expansdo de Tregs no
intestino (Hadis et al., 2011) e sdo capazes th midiferenciacéo de células Th17 por DCs

in vitro (Denning et al., 2007). Um déficit nessa impokambpulacdo da mucosa intestinal
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poderia comprometer mecanismos de preservacaote@ridade intestinal, eliminacdo nao
inflamatoria de bactérias comensais na lamina @apmpermitir a expansao de DCs proé-
inflamatorias. Do mesmo modo, a maior expressaih@ee IL-12 pode se relacionar com a
maior representacdo de DCs do subtipo 1 (CDAMDA03-) nos linfonodos mesentéricos e
pancreaticos de camundongos diabéticos (Fig. 33fo wque essas células possuem
capacidade migratéria e se associam com a difergiide células T produtoras de IL-17 e
IFN-y. O decréscimo nos linfonodos do subtipo 2 de DOIH'CD103) (Fig. 30)
reconhecidas pela producdo de TG acido retindico pode se relacionar com a menor
proporcao de Tregs nos NOD diabéticos (Fig. 26)

J& é amplamente reconhecido que tolerancia em sistéimico pode ser alcancada
pela exposicdo a antigenos pela mucosa, significapee a atividade imunoldgica no
intestino pode afetar o funcionamento global daesis imune, mesmo em Orgaos nao
diretamente relacionados. Se o pancreas e o miestio imunologicamente conectados
através dos linfonodos pancreéticos, ndo causatesgae a perda ou reducdo de fatores de
regulacédo na mucosa possam contribuir para os@patogénicos da diabetes autoimune.

O esclarecimento dos defeitos na mucosa intestioslcamundongos NOD que se
relacionam diretamente ao desenvolvimento da dialj@ddera nos auxiliar na compreensao

dos multiplos fatores envolvidos na patogénesead#@snca autoimune.
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Conclusoes

Apesar de ser capaz de reduzir a resposta inflailmagdn modelos murinos de colite
ulcerativa e encefalomielite autoimune, o tratamemél comLactococcus lactiprodutor de

Hsp65 ndo causa prejuizo a imunidade anti-infeacios

A administracdo oral deactococcus lactiprodutor de Hsp65 em camundongos C57BL/6
leva a uma expansdo de células T reguladoras CD#8Foe CD4+LAP+ de maneira

dependente de receptor do tipo toll-2.

Células Tyd expressando LAP constituem uma populagédo disttébpor diversos 6rgaos
linfoides, mas tem como sitio principal as placaydP, onde podem constituir outro

importante mecanismo de regulacdo na mucosa imaésti

O tratamento conh. lactis produtor de HSP65 em associagéo ou nao lcdewtis produtor

de IL-10 nao foi capaz de interferir no desenvokmmto da diabetes em camundongos NOD.

N&o foi possivel induzir tolerancia oral por ingestontinua de antigeno em camundongos
NOD sugerindo que essa linhagem de camundongosempae defeitos na geracdo de

mecanismos imunorreguladores na mucosa intestinal.

O desenvolvimento da patogénese da diabetes esidiaado a uma reducdo de fatores de

regulacdo da mucosa como a producao local IL-1€edwicdo de macrofagos residentes.

Camundongos NOD diabéticos apresentam desequilieritve células T efetoras e
reguladoras no intestino, com frequéncia aumentidacélulas Thl7 e predominancia de

células dendriticas com perfil inflamatdrio no tkeclinféide associado a mucosa intestinal.

Devido as implicacdes da atividade imunoldgicamestino para o organismo, € importante
entender os fatores e mecanismos que contribuesnopseu funcionamento fisioldgico, mas
também para a perturbacdo do seu equilibrio e adss@nvolver estratégias de intervencao

via mucosa que sejam seguras e bem sucedidas.
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Perspectivas

Validar e explorar em detalhe as alteracbes naldelinfoide associado ao intestino de
camundongos NOD descritas neste trabalho de acomioo estdgio de desenvolvimento da
diabetes.

Investigar as propriedades funcionais de macréfagoldos da mucosa intestinal de
camundongos NODnN vitro como capacidade fagocitica e producdo de citocapsss
estimulo.

Comparar a capacidade de diferenciacdo de linfcitareguladores e Th1l7 por células

dendriticas do intestino de camundongos NOD e NOR.

Extrair células dendriticas da lamina propria ities de camundongos NOD em diferentes
fases do desenvolvimento da diabetes. Por meimadsféréncia adotiva de células, avaliar a

capacidade de migracdo dessas células para asddde pancreaticos.

Avaliar a morfologia, arquitetura e sinais de infegdo no intestino e no pancreas de
camundongos NOD diabéticos ou em fases pré-inselipgé-diabetes a fim de entender

melhor a cinética de altera¢des nos dois tecidos.

Buscar novas estratégias para prevenir ou redugiraddade da diabetes autoimune em

exemplo desse tipo de estratégia seria a admigastraral de fatores tolerogénicos como

lipossomas contendo fosfatidil serina.
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