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Resumo 
 

A administração oral de Lactococcus lactis produtor de Hsp65 tem se mostrado, em trabalhos 

anteriores do nosso grupo, uma estratégia muito eficaz na prevenção de modelos 

experimentais de doenças inflamatórias crônicas como a colite ulcerativa e a encefalomielite 

autoimune experimental (EAE). Esse tratamento foi capaz de induzir tolerância oral à 

proteína de choque térmico Hsp65, geralmente expressa em tecidos inflamados, gerando 

células T reguladoras no intestino que interferem na patogênese dessas doenças. Verificamos, 

neste estudo, que o tratamento oral com Lactococcus lactis produtor de Hsp65 levou a uma 

expansão de células T reguladoras CD4+Foxp3+ e CD4+LAP+ de maneira dependente do 

receptor do tipo toll-2 (TLR2). Também observamos que os efeitos imunorreguladores do 

L.lactis-Hsp65 ocorreram sem prejuízo à imunidade anti-infecciosa em camundongos 

C57BL/6. Camundongos tratados com L.lactis-Hsp65 conseguiram manter a resposta imune 

anti-infecciosa na infecção por Salmonella thyphimurim. Além disto, ocorreu uma melhora da 

inflamação intestinal associada a essa infecção sugerindo que o tratamento com o L.lactis-

Hsp65 potencializou os mecanismos imunorreguladores presentes na mucosa intestinal. 

Observamos que células T γδ, principalmente nas placas Peyer, expressam TGF-β de 

superfície (associado ao peptídeo LAP), o que pode se constituir em outro importante 

mecanismo de regulação na mucosa intestinal.  Embora o tratamento com L.lactis-Hsp65 

tenha sido bem sucedido nos modelos experimentais de colite e EAE, ele não teve efeito 

benéfico no desenvolvimento da diabetes espontânea em camundongos NOD mesmo quando 

associado ao L. lactis produtor de IL-10. Nossa hipótese para explicar essa falha foi que a 

suscetibilidade à diabetes tipo 1 nesses animais envolve defeitos não somente na geração de 

células T reguladoras autorreativas na timo, mas também alterações importantes nos 

elementos imunorreguladores da mucosa intestinal. De fato, observamos que não foi possível 

induzir tolerância oral a ovalbumina em camundongos NOD utilizando a ingestão contínua de 

antígeno, regime ótimo de indução de tolerância pela via oral. Além disto, demonstramos que 

o desenvolvimento da patogênese da diabetes nesses animais está associado a uma redução de 

fatores de regulação da mucosa e desequilíbrio entre células T efetoras e reguladoras no 

intestino, com resposta Th17 aumentada e predominância de células apresentadoras de 

antígeno com perfil inflamatório. Já é amplamente reconhecido que tolerância em nível 

sistêmico pode ser alcançada pela exposição de antígenos pela mucosa, significando que a 

atividade imunológica no intestino pode afetar o funcionamento global do sistema imune, 
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mesmo em órgãos não diretamente relacionados. Se o pâncreas e o intestino são 

imunologicamente conectados através dos linfonodos pancreáticos, não causa espanto que a 

perda ou redução de fatores de regulação na mucosa possam contribuir para os eventos 

patogênicos da diabetes autoimune. Entender os fatores e mecanismos que contribuem para o 

funcionamento das atividades imunológicas no intestino assim como as perturbações nessas 

atividades é importante para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas via mucosa que 

sejam seguras e bem sucedidas. 
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Abstract 
In previous studies by our group, we have shown that oral administration of Hsp65-producing 

Lactococcus lactis is a successful strategy to prevent the development of chronic 

inflammatory disease models such as ulcerative colitis and experimental autoimmune 

encephalomyelitis (EAE). This treatment was able to induce oral tolerance to Hsp65, a 

protein usually expressed in inflamed tissues, generating regulatory T cells that interfere in 

the pathogenesis of these diseases. Herein, we show that oral treatment with Hsp65-

producing Lactococcus lactis triggers an expansion of CD4+Foxp3+ and CD4+LAP+ 

regulatory T cells in a toll-like-receptor-2(TLR2)-dependent fashion, without disturbing the 

immunity to pathogens in C57BL/6 mice. Mice treated with L. Lactis-Hsp65 were able to 

maintain the protective immune response during Salmonella thyphimurium infection. 

Moreover, there was a reduction in the intestinal inflammatory reaction suggesting that the 

treatment boosted the Immunoregulatory axis of gut mucosa. We also observed that γδ  T 

cells in Peyer's patches express membrane TGF-β (associated with the peptide LAP), which 

may represent another important mechanism for gut immune regulation. Although treatment 

with L.lactis-Hsp65 has been very successful in experimental models of colitis and EAE, it 

showed no beneficial effect in the spontaneous diabetes in NOD mice even when associated 

with the administration of IL-10 producing L.lactis. Our hypothesis to explain these results 

was that NOD mice present defects on Immunoregulatory elements at the gut mucosa. 

Indeed, oral tolerance to ovalbumin could not be induced in this strain of mice even when a 

continuous regimen of feeding was used. In addition, we also found a link between diabetes 

development and a reduction in several gut regulatory elements. NOD mice showed 

imbalance between effector and regulatory T cells in the intestine, with increased Th17 

response as well as a predominance of inflammatory antigen-presenting cells. It is widely 

recognized that systemic tolerance can be achieved by antigenic stimulus in the gut meaning 

that the immune activity in the intestine can affect the overall activity of the immune system, 

even in unrelated organs. If there is an immunological link between the pancreas and the 

intestine through the pancreatic lymph nodes, it is not surprising that the loss or reduction of 

regulatory components in the gut mucosa may contribute to the pathogenic events in 

autoimmune diabetes. Given the relevance of mucosal immune activity to the organism, it is 

important to understand the factors and mechanisms that contribute to its balanced function 

as well as the disturbances that may alter this balance in order to develop safe and successful 

mucosal strategies for immunomodulatory therapies. 
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Introdução 

1. Tolerância imunológica 

A concepção de que o sistema imune deve ser capaz de responder aos antígenos 

exógenos e aceitar os antígenos próprios do organismo é um dos conceitos-chave da 

Imunologia. Essa capacidade de aceitar o próprio faz parte da definição de tolerância 

imunológica. Porém, ao confrontarmos as teorias fundadoras desse conceito e os últimos 

achados da ciência percebemos que esclarecer e explorar os mecanismos responsáveis pela 

aquisição e manutenção dessa capacidade auto-instrutiva ainda constitui um dos grandes 

desafios da Imunologia.  

O conceito clássico de tolerância imunológica se origina de estudos com transplantes de 

pele nas pessoas que sofreram graves queimaduras na Segunda Guerra Mundial. Nessa época, 

Medawar comprovou a existência de genes de histocompatibilidade (Medawar, 1944). Nos 

anos subsequentes, novos estudos mostraram que camundongos que recebiam misturas de 

células de outra linhagem durante o período embrionário tornavam-se tolerantes a enxertos de 

pele de animais dessa mesma linhagem (Billingham et al., 1953). Posteriormente, foi 

demonstrado que camundongos antes tolerantes rejeitavam o enxerto alguns dias após a 

transfusão de linfócitos de doadores que haviam rejeitado um enxerto idêntico. Concluiu-se, 

portanto, que a tolerância se devia especificamente à ausência de linfócitos capazes de rejeitar 

o transplante (Billingham et al., 1955). 

Baseando-se nesses dados, nos estudos sobre quimerismo de células hematopoiéticas 

em bovinos (Owen, 1945) e sobre transferência adotiva de competência imunológica com 

linfócitos (Gowans, 1959), Burnet elaborou o conceito de tolerância imunológica presente na 

Teoria da Seleção Clonal (Burnet, 1959) que ainda hoje é tida por muitos como base central 

da Imunologia. A proposta foi que a autotolerância se estabelecia graças à eliminação de 

linfócitos reativos aos antígenos próprios durante o desenvolvimento embrionário e neonatal. 

Após essa etapa de controle, restariam apenas linfócitos reativos a antígenos estranhos e esses 

seriam capazes de proliferar e gerar respostas imunes após o estímulo específico. Entretanto, 

avanços metodológicos e novos achados experimentais mostraram que somente essa 

explicação não seria suficiente para que o sistema imune não destruísse o próprio organismo.  

Em concordância com a Teoria de Burnet, durante o processo de maturação linfocitária 

no timo, ocorre uma intensa morte de células com eliminação de linfócitos T com alta avidez 

por antígenos próprios. Entretanto, a eliminação completa da autorreatividade constitui uma 
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explicação certamente incompleta e questionável. A eliminação dos clones autorreativos pode 

ser parcialmente explicada graças à expressão do gene AIRE no timo (autoimmune 

regulator), que possibilita a expressão antigênica ectópica de diversos auto-antígenos por 

células tímicas especializadas (APECED consortium 1997; Mathis e Benoist, 2009). Porém, o 

sistema imune deve tolerar o repertório completo de auto-antígenos e nem todos estão 

presentes no timo para serem apresentados aos linfócitos em desenvolvimento. Sabe-se que 

para que um timócito se torne um linfócito T maduro é necessário que o seu receptor TCR se 

ligue a um complexo peptídeo-MHC com avidez suficiente para promover a sinalização e a 

passagem para etapas posteriores do processo de diferenciação celular. Esse sinal, no 

contexto do timo, leva a célula à sobrevivência caso ele seja de avidez intermediária, 

possibilitando a seleção positiva do linfócito. Portanto, somente os linfócitos T com algum 

grau de reatividade com o MHC próprio são selecionados no timo (Modigliani et al., 1996; 

Faria, 2008). Além disso, estudos em humanos saudáveis demonstraram que anticorpos e 

linfócitos T autorreativos para vários auto-antígenos são comumente encontrados e 

normalmente isso não determina o desenvolvimento de doenças autoimunes (Dighiero et al., 

1982; Dighiero et al., 1985; Hooijkaas et al., 1984). Ainda, animais tolerantes, portadores de 

um transplante de pele, possuem muitos linfócitos alorreativos ativados (Bandeira et al., 

1989) e portanto, tais linfócitos não são eliminados, como originalmente proposto.  A ideia de 

que a tolerância a antígenos externos só pode ser induzida em animais imunologicamente 

imaturos também é refutada pela constatação de que animais adultos se tornam tolerantes a 

antígenos presentes na dieta, fenômeno este conhecido como tolerância oral (Hanson et al., 

1977). A tolerância na idade adulta ainda é observada normalmente durante a gravidez 

vivípara quando a mãe não rejeita o feto semi-alogênico (Gobert e Lafaille, 2012).  

Portanto, para que a autoimunidade patológica não se desenvolva, além da seleção 

negativa no timo, outros mecanismos de controle são essenciais. A compreensão dessas vias 

imunorreguladoras é imprescindível para possíveis intervenções que visem restaurar a 

atividade equilibrada do sistema imune. 

 

1.1 Células T reguladoras  

A partir dos anos 70, vários autores demonstraram que a manutenção da tolerância aos 

auto-componentes era dependente de mecanismos ativos e periféricos. Utilizando a 

transferência adotiva de células de um animal tolerante para animais virgens, Gershon 

demonstrou a existência de linfócitos capazes de inibir a atividade de outras células e cunhou 
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o termo célula T supressora (Gershon et al., 1972). Na década de 90, uma nova onda de 

pesquisas permitiu uma melhor caracterização de células com capacidade supressora - então 

rebatizadas de T reguladoras (Treg) - e resgatou a supressão ativa como mecanismo 

primordial de tolerância imunológica.  

A redescoberta das células reguladoras foi possível graças a importantes estudos 

envolvendo a timectomia neonatal. Sabia-se que, em camundongos, a timectomia antes do 

terceiro dia de vida levava à imunodeficiência, enquanto que a remoção entre o terceiro e 

sexto dias causava patologia autoimune (Nishizuka et al., 1973). Em 1995, Bonomo e 

colaboradores mostraram que a timectomia aos 3 dias de nascimento resultava no 

desenvolvimento de gastrite autoimune e no aparecimento concomitante de uma linfócitos 

duplo positivos (CD4+CD8+) com fenótipo ativado na periferia e uma frequência baixa de 

linfócitos T expressando CD69 e a cadeia alfa do receptor de IL-2 (CD25) (Bonomo et al., 

1994). Em experimentos com camundongos nude, esses autores também mostraram que o 

implante de timos adultos contendo células apresentadoras de antígenos (APCs) era capaz de 

reverter a doença autoimune sugerindo que a seleção tímica de linfócitos por APCs 

competentes determinava a tolerância imunológica a antígenos próprios (Bonomo et al., 

1995).  Essa janela temporal imunológica foi posteriormente brilhantemente estudada pelo 

grupo de Sakaguchi que demonstrou que a emergência de doenças autoimunes após a 

timectomia neonatal resultava da eliminação de uma subpopulação de células T que surgiriam 

nessa fase do desenvolvimento. Essas células T reguladoras foram, portanto, descritas como 

essenciais na tolerância imunológica aos auto-componentes e caracterizadas como linfócitos 

T CD4+ que expressam a cadeia alfa do receptor de alta afinidade para IL-2 (CD25) 

(Sakaguchi et al., 1995). A presença de moléculas como o receptor de glicocorticoide 

induzido por TNF (GITR), CTLA-4 e do fator de transcrição forkhead box P3 (FoxP3) foi 

definida posteriormente como característica das Tregs (Hori et al., 2003).  

Nos últimos anos, o conhecimento sobre as Tregs evoluiu enormemente e a atividade 

dessas células é o centro da atenção de boa parte dos pesquisadores em diversas áreas da 

Imunologia. Vários trabalhos têm demonstrado que as células Treg estão envolvidas na 

regulação da reatividade aos auto-componentes e no controle de doenças autoimunes, 

alérgicas e inflamatórias tanto em animais experimentais como em humanos. Elas também 

têm sido demonstradas na imuno-modulação de respostas imunes a patógenos e tumores 

(Nomura e Sakaguchi, 2005; Sakaguchi, 2005). 
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Alguns mecanismos de supressão exercidos pelas células Treg já estão elucidados, 

principalmente em estudos in vitro, mas o tema ainda é foco de intenso debate e pesquisa.  De 

forma geral, podemos descrever que as Tregs agem inibindo outras células T diretamente ou 

indiretamente através das APCs.  

As Tregs possuem alta expressão da cadeia alfa do receptor de IL-2 (CD25), e assim 

competem e sequestram essa citocina que é um importante fator para a sobrevida do linfócito 

T, impedindo, portanto, a proliferação de outros linfócitos (Thornton et al., 2004). Além 

disso, as Treg produzem quimiocinas que atraem outras células T para sua proximidade, 

facilitando a sua ação supressora direta. Os efeitos supressivos das células Treg podem 

também envolver a indução de morte celular nas células alvo pela liberação de granzima e 

perforina (Cao et al., 2007). As Treg podem ainda atuar por meio de TGF-β presente na 

membrana (Nakamura et al., 2001) ou de citocinas  imunorreguladoras (IL-10 e TGF-beta) 

secretadas. 

A expressão constitutiva de CTLA-4, molécula homóloga ao CD28 e que se liga ao 

CD80 e CD86 das APCs, é outra característica das Tregs (Takahashi et al., 2000). O contato 

por essa via exerce um efeito inibidor na APC, através da transdução de sinais negativos ou 

ainda através de trogocitose, processo em que as moléculas de superfície das APCs são 

extraídas e degradadas pela Treg durante a sinapse imunológica (Qureshi, 2011). Foi 

observada uma diminuição da expressão de moléculas de MHC de classe II nas células 

dendríticas, além das moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86, quando em contato com 

células de propriedades supressoras (Vendetti et al., 2000). Portanto, a inibição da capacidade 

funcional das APCs é uma das formas das Tregs de impedir a ativação de outras células T. 

Outra possibilidade que envolve as células apresentadoras é a co-apresentação de diferentes 

peptídeos pela mesma APC para Tregs e linfócitos T virgens, o que, juntamente com a 

produção de citocinas anti-inflamatórias, leva a inibição de linfócitos convencionais ou até 

mesmo a sua diferenciação em novas células reguladoras (Taams et al. 2000; Cederbom et al. 

2000). 

De fato, além das células que emergem do timo como Treg e são denominadas T 

reguladoras naturais (nTreg), tem sido descrita a aquisição de capacidade supressora por 

linfócitos nos órgãos linfoides periféricos (Bluestone e Abbas, 2003). Essas células são 

induzidas ao longo da vida pelo contato com antígenos externos por vias tolerogênicas ou em 

eventos inflamatórios crônicos e estão claramente envolvidas na assimilação fisiológica de 

novos antígenos e também na resolução ou controle de respostas inflamatórias. Tais 
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populações de células reguladoras medeiam sua atividade por citocinas anti-inflamatórias 

secretadas ou expressas na superfície (TGF-β/LAP) e são conhecidas como células 

reguladoras induzidas (iTreg). As citocinas secretadas IL-10 e TGF-β têm uma ação 

supressora importante sobre a atividade de linfócitos T, macrófagos e células dendríticas. 

Assim, elas podem inibir a ação de outras células T e também de células não linfoides que 

participam da atividade imunológica. A avaliação do transcriptoma e a caracterização 

molecular e funcional mostra certo grau de similaridade entre as Treg induzidas e as células 

Treg naturais, mas o tema ainda é amplamente debatido na literatura (Bilate e Lafaille, ; 

Feuerer et al.). Alguns experimentos demonstram a indução de células iTreg in vivo e in vitro 

e fatores como o TGF-β, ácido retinóico e anti-CD3 podem atuar na conversão de células T 

CD4+CD25- em CD4+CD25+ com capacidade reguladora pela indução do fator de transcrição 

FoxP3. Recentemente, o grupo de Lafaille demonstrou que a geração de células reguladoras 

na periferia é suficiente para o controle da autoimunidade patológica. A partir de estudos 

inovadores, esse grupo busca identificar moléculas capazes de diferenciar as nTreg das iTreg 

e assim melhor compreender a participação desses subtipos celulares em diversos eventos 

imunológicos (Weiss et al., 2012).  

Dentre as iTregs, podemos destacar as que expressam TGF-β na superfície 

(CD4+LAP+), estão presentes em camundongos saudáveis e podem ser expandidas após 

estimulação pela via mucosa. O LAP (latency associated peptide) é um propeptídeo que está 

associado ao domínio amino terminal do TGF-β, formando um complexo latente dessa 

citocina. Quando essa forma precursora é liberada da célula, ela é clivada pela enzima 

trombospondina 1 e o TGF-β ativo é liberado. Esses linfócitos T LAP+ foram descritos há 

alguns anos como moduladores da atividade de células T inflamatórias em modelos 

experimentais de colite e autoimunidade (Nakamura et al., 2001; Ochi et al., 2006; Oida et 

al., 2003). Em um recente trabalho publicado pelo nosso grupo, mostramos a importância das 

células CD4+LAP+, induzidas pela administração oral do antígeno HSP65, no controle da 

encefalomielite autoimune experimental, um modelo murino de esclerose múltipla (Rezende 

et al., 2012).  

A geração e participação das iTreg, mas não das nTreg, no fenômeno da tolerância oral 

foi experimentalmente demonstrado pelo grupo de Juan Lafaille,  trazendo novo impulso para 

exploração desse efeito que representa a consequência mais comum do contato com antígenos 

da dieta e da microbiota intestinal e constitui uma promissora abordagem para intervenções 

imunorreguladoras (Mucida et al., 2005; Curotto de Lafaille et al., 2008). 
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2. O tecido linfoide associado à mucosa e a tolerância oral 

As superfícies mucosas do organismo recobrem uma área cem vezes maior do que a 

área da pele e somente no intestino delgado há uma superfície de aproximadamente 300m2 

em humanos (Moog, 1981). Além disso, diferentemente da pele, que é coberta por queratina e 

um epitélio estratificado, a superfície do intestino é composta de uma única camada de 

células epiteliais com propriedades absortivas. Portanto, as mucosas são o principal sítio de 

estímulo antigênico exógeno do organismo, e não é surpreendente que estejam associadas a 

um extenso, complexo e diferenciado tecido denominado de tecido linfoide associado à 

mucosa (MALT). O tecido linfoide associado ao intestino (GALT) é o componente mais bem 

estudado do MALT e constitui-se de uma extensa e complexa rede de células e folículos 

linfoides distribuídas ao longo do intestino em organizações estruturais como as placas de 

Peyer e a lâmina própria e tem sido o principal foco do nosso grupo de pesquisa. Existem 

cerca de 1010 células linfoides por metro no intestino delgado humano (Mestecky, 1987). 

Além disso, a mucosa intestinal abriga, em condições fisiológicas, a maior parte das células 

secretoras de imunoglobulinas do organismo, tanto em humanos como em camundongos 

(Brandtzaeg et al., 1989; van der Heijden et al., 1987). A mucosa intestinal está 

constantemente exposta a uma grande variedade de materiais antigênicos sendo estimulada 

por aproximadamente 130 a 190 gramas de proteínas alimentares absorvidas diariamente no 

intestino (Brandtzaeg et al., 1998) e que são importantes para a maturação imunológica. 

Animais adultos mantidos sob dieta balanceada contendo apenas aminoácidos livres 

(substituindo as proteínas inteiras) desde o desmame apresentam perfil imune semelhante ao 

de neonatos, apresentando níveis mais baixos de IgG e IgA séricas e atrofia de órgãos e 

tecidos linfoides, principalmente os associados ao intestino delgado (Menezes et al., 2003). A 

microbiota autóctone também é outra fonte de estimulação antigênica natural no intestino e o 

número de bactérias presentes no intestino humano (1014) ultrapassa o número total de células  

de todo o organismo humano (1013), havendo uma diversidade estimada entre trezentas e 

quinhentas espécies (Guarner e Malagelada, 2003). Por todos esses motivos, a mucosa 

intestinal é o principal local de estimulação do sistema imune, e consequentemente a dieta e a 

microbiota tornam-se fontes de interferência muito relevantes para a atividade imunológica.  

A absorção do antígeno pela mucosa intestinal pode se dar através de células M 

(microfold cells), que o conduzem às placas de Peyer, pela passagem do antígeno através do 

epitélio e também pela captação por prolongamentos citoplasmáticos transepiteliais de células 
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dendríticas. Adicionalmente, as DCs intestinais podem captar antígenos por fagocitose de 

enterócitos apoptóticos. O contato antigênico pela mucosa pode levar a três principais 

consequências, sendo elas: a) uma reposta imune local com produção de IgA secretória 

(imunização local); b) uma reposta inflamatória sistêmica com produção de anticorpos 

séricos específicos (imunização oral) que ocorre apenas mediante condições especiais de 

administração oral de antígenos; ou c) mais frequentemente, um fenômeno denominado 

tolerância oral (Faria e Weiner, 1999). 

A tolerância oral constitui um evento imunológico que leva à geração de tolerância aos 

antígenos ingeridos e, apesar de ser um mecanismo que se origina no trato gastrointestinal, 

apresenta repercussões sistêmicas, ocasionando diminuição da produção de anticorpos e da 

proliferação celular (Faria e Weiner, 2006). O primeiro relato relacionado a esse fenômeno 

foi realizado no início do século XX por dois grupos independentes da França e dos Estados 

Unidos. Esses pesquisadores demonstraram que cobaias tratadas com leite pela via oral se 

tornavam refratárias à reação de anafilaxia induzida por injeção intracerebral de leite 

(Besredka, 1909) e que a anafilaxia para proteínas de ovo de galinha (Wells, 1911) e do 

milho (Wells e Osborne, 1911) poderia ser prevenida pela ingestão prévia dessas proteínas.  

Porém, a natureza imunológica da tolerância oral foi melhor caracterizada apenas em 1946 

quando demonstrou-se que a dermatite de contato induzida por dinitroclorobenzeno (DNCB) 

era evitada pelo contato prévio com essa substância por via oral (Chase, 1946).  

As consequências da administração de antígenos por via digestiva foram 

sistematicamente estudada a partir da década de 70 (Hanson et al., 1977; Kagnoff, 1982; 

Thomas e Parrott, 1974; Tomasi, 1980; Vaz et al., 1977) quando o fenômeno passou a se 

chamar tolerância oral. Esta foi definida, então, como um estado imunológico no qual o 

animal torna-se especificamente refratário à imunização parenteral com um antígeno 

previamente administrado por via oral. Vários parâmetros da reatividade imunológica estão 

suprimidos pela tolerância oral, tais como os níveis de anticorpos séricos de diversos isotipos 

(Vaz et al., 1977), as reações de hipersensibilidade do tipo tardia (DTH) (Miller e Hanson, 

1979; Titus e Chiller, 1981), o número de células secretoras de anticorpos (Richman et al., 

1978; Titus e Chiller, 1981), o ritmo de clareamento de antígenos da circulação (Hanson et 

al., 1979a), a proliferação de linfócitos T em cultura (Richman et al., 1978; Titus e Chiller, 

1981) e a secreção de diversas citocinas (Fishman-Lobell et al., 1994; Faria et al., 2003; 

Peron et al., 2010).  
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Portanto, após a ingestão de um antígeno proteico e da ação de enzimas digestivas, o 

mesmo é absorvido e, depois de seu processamento por células apresentadoras com a 

produção e apresentação de epítopos em contexto fisiológico, ocorre a indução de tolerância 

oral. Entretanto, trata-se de um fenômeno complexo e, mesmo após cem anos de sua 

descrição e da realização de centenas de estudos, um mecanismo explicativo definitivo e que 

consiga correlacionar todos os aspectos já observados na indução e manutenção da tolerância 

oral ainda não foi estabelecido. Esse interessante efeito imunológico é foco de investigação 

do nosso grupo. 

 

2.1 Mecanismos e fatores envolvidos na tolerância oral 

A indução e manutenção da tolerância oral envolve a cooperação de uma complexa 

rede de interações celulares no ambiente da mucosa e sabe-se que as células T CD4+ são 

essenciais para o seu desenvolvimento. Inicialmente, a atividade dessas células foi ligada à 

produção de citocinas Th2 (IL-4 e IL-10) em associação à supressão da produção de citocinas 

Th1 (IL-2 e INF-γ) (Khoury et al., 1992; Weiner et al., 1994; Chen et al., 1994). De fato, a 

inibição de IL-2 e INF-γ foi um parâmetro amplamente utilizado para medir indução de 

tolerância oral em muitos sistemas (Faria et al., 2003; Alpan et al., 2004). Entretanto, 

atualmente buscam-se outros mecanismos explicativos que fujam do obsoleto paradigma Th1 

x Th2 com destaque para a participação de células dendríticas tolerogênicas e células T 

reguladoras (da Cunha e Weiner, 2011). A demonstração de que o tratamento de 

camundongos com Flt3L, um fator de estímulo para as células dendríticas in vivo, melhora a 

indução de tolerância oral (Viney et al., 1998), sugere um papel importante das DCs no 

estabelecimento do fenômeno da tolerância oral. A supressão ativa é um mecanismo 

importante para a indução de tolerância oral (Weiner et al., 1994) e é possível transferir o 

efeito utilizando células das placas de Peyer, do baço ou dos linfonodos mesentéricos de 

animais tolerantes para outros que não receberam o antígeno por via oral (Miller e Hanson, 

1979; Ngan e Kind, 1978; Richman et al., 1978). A importância de células reguladoras na 

tolerância oral foi descrita há mais de uma década (Garside e Mowat, 2001), mas estudos 

orientados para se caracterizar o papel das Tregs nesse processo ainda são intensos.  

A citocina TGF-β é um dos mediadores mais estudados já que está presente em 

abundância no intestino, sendo importante para regular a homeostase epitelial e a troca de 

isotipo para IgA. A produção aumentada dessa citocina foi detectada em diversos estudos 
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sobre tolerância oral (Chen et al., 1997; Faria et al., 2003; Miller et al., 1992; Weiner, 2001), 

demonstrando sua importância para o desenvolvimento desse fenômeno. 

Outra abordagem para se explicar o fenômeno da tolerância oral envolve estudos de 

ativação e de ciclo celular. Verificou-se que, nos primeiros momentos após a administração 

do antígeno por via oral, ocorre uma ativação inicial dos linfócitos T e que essa ativação 

envolve a produção inicial de IFN-γ seguida de uma produção prolongada de citocinas Th2 

(IL-10 e IL-4) e de TGF-β (Chen et al., 1997). A cinética de ativação dos linfócitos T 

antígeno-específicos é similar quando o antígeno é administrado por via oral na forma 

tolerogênica ou imunogênica. No entanto, o número de divisões observadas nos linfonodos 

mesentéricos é menor quando o antígeno é administrado na forma tolerogênica (Smith et al., 

2002). Foi sugerido que esse menor número de divisões após a indução de tolerância oral é 

devido a um bloqueio do ciclo celular nessas células, implicando num papel fundamental de 

elementos limitadores da progressão do ciclo celular para o estabelecimento da tolerância oral 

(Sun et al., 2003).  

É importante salientar que alguns fatores relacionados ao antígeno, ao método e ao 

animal influenciam a indução e manutenção da tolerância oral. Sabe-se, por exemplo, que um 

regime de administração do antígeno de forma contínua é mais efetivo do que uma única 

administração para a indução da tolerância oral (Saklayen et al., 1984; Faria et al., 2003). 

Trabalhos com camundongos transgênicos, com TCR específico para um peptídeo da Ova, 

demonstram que a ingestão voluntária de ovalbumina induz um aumento na produção de 

citocinas anti-inflamatórias, como TGF-β e IL-10, em comparação com os níveis produzidos 

por camundongos que receberam a mesma dose por gavagem (Marth et al., 2000; Faria et al., 

2003). A idade e o status imunológico também são relevantes para o fenômeno. A 

administração oral de antígenos a animais neonatos não leva a indução de tolerância oral 

podendo; pelo contrário, sensibilizar o animal para futuros contatos com o antígeno (Hanson, 

1981; Miller et al., 1994; Strobel e Ferguson, 1984). A senescência também afeta a indução 

de tolerância oral e uma diminuição na capacidade de supressão induzida pela tolerância oral 

é observada em camundongos a partir de 25 semanas de idade (Faria et al., 1993), sendo 

praticamente ausente em animais idosos (Faria et al., 1998). Sugere-se que essa dificuldade se 

deva a várias alterações que ocorrem no sistema imune com a senescência, levando a uma 

rigidez das interações celulares, cuja plasticidade é necessária para o funcionamento do 

sistema imune e consequentemente para a indução de tolerância oral (Faria et al., 1993). 

Além disto, o envelhecimento se relaciona a uma redução em vários elementos 
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imunorreguladores normalmente presentes na mucosa intestinal tais como IL-10, TGF-β e 

células CD4+LAP+ (Santiago et al., 2011). No entanto, a administração do antígeno de forma 

contínua por ingestão voluntária é capaz de superar essa dificuldade e induzir tolerância oral 

em animais idosos (Faria et al., 1998). A tolerância oral é facilmente induzida em animais 

que ainda não entraram em contato com o antígeno, mas, em animais previamente 

imunizados, a indução de tolerância é mais difícil. Em animais imunes, a administração oral 

do antígeno pode resultar em respostas imunes secundárias (Conde et al., 1998; Hanson et al., 

1979b). Quanto ao background genético, sabe-se que a maioria das linhagens de camundongo 

é susceptível à indução de tolerância oral, sendo que o grau de susceptibilidade parece estar 

parcialmente associada ao haplótipo do MHC (Mowat et al., 1987), mas outros genes também 

parecem estar envolvidos (Rios et al., 1988; Vaz et al., 1987). Há de se notar que todos esses 

experimentos foram realizados utilizando-se o protocolo de gavagem para a indução de 

tolerância oral. Quando utilizamos a ingestão contínua, notamos que todas as linhagens até 

hoje já testadas pelo nosso grupo são igualmente suscetíveis à indução de tolerância oral para 

todos os antígenos testados (dados não publicados do Laboratório de Imunobiologia). 

 

2.2 Efeitos indiretos da tolerância oral e sua aplicação  

Um dos grandes desafios para a utilização da tolerância oral no desenvolvimento de 

tratamentos para doenças autoimunes está na identificação do antígeno responsável pela 

indução da autoimunidade patológica e na existência de múltiplos auto-antígenos nos tecidos 

alvo (Faria e Weiner, 1999). 

Vaz e colaboradores demonstraram que camundongos previamente tratados com 

ovalbumina por via oral se tornavam também refratários à imunização com um segundo 

antígeno não relacionado (DNP-KLH) se eles fossem imunizados com DNP-OVA 

concomitantemente com esse segundo antígeno. Tal fenômeno foi denominado de “supressão 

cruzada” (Vaz et al., 1981). Posteriormente, Miller e colaboradores, utilizando um modelo 

experimental da esclerose múltipla humana, a encefalomielite autoimune experimental 

(EAE), demonstraram que ratos tratados por via oral com ovalbumina eram capazes de 

suprimir o desenvolvimento da EAE induzida pela imunização com a proteína básica de 

mielina (MBP), quando os dois antígenos (ovalbumina + MBP) eram injetados 

concomitantemente (Miller, 1991). O mecanismo proposto baseava-se na ação de citocinas 

supressoras secretadas por linfócitos específicos, principalmente TGF-β, que agiriam sobre 

linfócitos não relacionados. O emprego da supressão da resposta a antígenos não relacionados 
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como efeito secundário da tolerância oral seria, portanto, uma alternativa de grande 

importância. 

Entretanto, vários resultados são incompatíveis com a explicação deste fenômeno 

somente pela secreção de citocinas supressoras inespecíficas. A supressão da resposta imune 

ao antígeno não relacionado é observada mesmo quando o segundo antígeno é injetado por 

via diferente; até 72 h após o antígeno tolerado; e em contatos secundários e terciários, 

mesmo quando o antígeno tolerado foi adicionado somente na imunização primária. Portanto, 

foi proposta a denominação de “efeitos indiretos da tolerância oral” para enfatizar seu caráter 

sistêmico e marcar a identidade diferenciada desse fenômeno em oposição aos conceitos 

anteriores de “supressão cruzada” e de “bystander suppression” (Carvalho et al., 2002; 

Carvalho e Vaz, 1996; Carvalho et al., 1994; Carvalho et al., 1997; Vaz e Carvalho, 1994). 

Esses autores demonstraram que os efeitos indiretos da tolerância oral afetam a formação do 

granuloma em volta dos ovos de Schistosoma mansoni no pulmão, diminuindo 

significativamente seu tamanho (Carvalho et al., 2002) e também melhora os sintomas da 

reação de enxerto versus hospedeiro (GvH) letal (Vaz e Carvalho, 1994). 

  

3. Células apresentadoras de antígeno na mucosa intestinal 

Apesar do reconhecido papel da imunidade adaptativa para manutenção da tolerância 

aos antígenos próprios, cada vez mais percebe-se que macrófagos residentes e células 

dendríticas desempenham funções primordiais nesse processo de manutenção de equilíbrio 

entre respostas pró e anti-inflamatórias, principalmente quando se estuda o tecido linfóide 

associado à mucosa intestinal. O interesse em esclarecer as propriedades únicas desses 

fagócitos mononucleares relacionadas à adaptação a esse microambiente especializado da 

mucosa tem crescido enormemente nos últimos anos. 

Devido ao fato de que a expressão de MHC-II, CD11c e F4/80 pode ser compartilhada 

entre alguns macrófagos e células dendríticas na mucosa, muitos trabalhos identificaram e 

descreveram de maneira equivocada essas APCs, mas hoje temos ferramentas multi-

paramétricas que permitiram melhor compreensão não só de suas características fenotípicas 

mas também origem, distribuição e função. 

 

3.1 Macrófagos residentes na mucosa intestinal 

Apesar de compartilharem muitas propriedades, macrófagos de diferentes tecidos adquirem 

fenótipo específico e especialização dependendo do microambiente tecidual. A mucosa 
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intestinal contem a mais abundante população de macrófagos do organismo e essas células 

representam grande parte dos leucócitos do intestino, ultrapassando em grande proporção as 

células dendríticas (Bar-On et al., 2011; Platt et al., 2010). Os macrófagos na lamina própria 

do intestino ou aderidos ao epitélio emitindo dendritos transepiteliais são bem adaptados ao 

microambiente rico em comensais e com alta drenagem antigênica. São células com alta 

capacidade fagocítica e bactericida, entretanto normalmente não produzem mediadores pró-

inflamatórios, mesmo quando estimulados por ligantes de receptores do tipo Toll (TLR), por 

IFN-γ ou por mitógenos como fitohemoaglutinina (PMA), como é o caso de macrófagos 

extraídos de outros tecidos (Smythies et al., 2005, Smith, 2010)  Essa capacidade de atuar de 

maneira não inflamatória é essencial para manter a homeostase num tecido com rápida taxa 

de renovação de seus componentes. Além de essenciais pela sua ação fagocítica, os 

macrófagos intestinais são também importantes pela produção de prostaglandina E2 (PGE2) 

que estimula a renovação e mantém a integridade da barreira epitelial (Pull et al., 2005) e a 

depleção dessas células causa intensa inflamação intestinal (Qualls et al., 2006). Outro papel 

extremamente relevante dos macrófagos é a produção constitutiva de IL-10 (Takada et al., 

2010; Murai et al., 2009; Denning et al., 2007), citocina essencial para o funcionamento 

equilibrado do tecido linfoide associado ao intestino. A produção de IL-10 pelos macrófagos 

intestinais parece ser responsável pela diferenciação final e manutenção de Tregs na lâmina 

própria (Murai et al., 2009; Hadis et al., 2011). Portanto, os macrófagos residentes 

contribuem para o equilíbrio na mucosa através da produção de fatores imunorreguladores e, 

sem desencadear respostas inflamatórias, eliminam bactérias comensais que ultrapassam a 

barreira epitelial. 

Essa atividade inflamatória relativamente reduzida tem sido alvo de muitos estudos que 

visam entender processos patológicos na mucosa. Parece haver mecanismos adicionais de 

controle da transdução de sinais ou na execução de respostas inflamatórias nessas células, 

porém pouco ainda se sabe a respeito.  

Os macrófagos intestinais são derivados e repostos por monócitos circulantes, mas a 

taxa de renovação desses fagócitos residentes em condições normais é muito reduzida. 

Entretanto, durante processos inflamatórios e infecciosos a composição de macrófagos pode 

mudar muito, com grande migração de monócitos e geração de células mais responsivas a 

ligantes de TLR, produtoras de citocinas e de quimiocinas pró-inflamatórias (Platt et al., 

2010; Weber et al., 2011).  
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3.2 Células dendríticas na mucosa intestinal 

Desde a sua descrição nos anos 70 (Steinaman e Cohn, 1973) características funcionais 

únicas vem sido descritas para as células dendríticas. Devemos destacar particularmente o 

papel na indução e regulação da resposta imune nas superfícies mucosas. Enquanto possuem 

um perfil imaturo na mucosa e estão posicionadas para captar antígenos externos, após sua 

ativação por estímulos microbianos, essas células sofrem um processo de maturação e 

expressam altos níveis de complexos MHC-antígeno, produzem inúmeras citocinas, 

expressam moléculas de adesão e de co-estimulação e adquirem alta capacidade migratória 

para zonas ricas em células T. Essas características justificam seu reconhecido papel de 

células apresentadoras profissionais que direcionam a diferenciação de células CD4+ efetoras, 

incluindo Th1, Th2, Th17, mas também células T reguladoras e células T CD8+ (Coombes e 

Powrie, 2008).   

A ativação de células T por DCs se dá através da combinação da coestimulação via 

CD80 e CD86, da interação MHC-TCR e das citocinas produzidas como IL-12, IL-23 e IL-6. 

Entretanto, essas células são também capazes de inibir a ativação e expansão de linfócitos ou 

ainda induzir respostas anti-inflamatórias e este parece ser o seu perfil padrão em tecidos 

saudáveis sem a presença de inflamação patológica. Desta forma, a constante captação de 

corpos apoptóticos, proteínas solúveis exógenas como componentes alimentares e bactérias 

comensais permitem que DCs sob condições não inflamatórias contribuam para a tolerância 

periférica. A participação das DCs nesse processo ativo de manutenção da homeostase 

intestinal se dá, por exemplo, através de eliminação de células T específicas, indução de 

Tregs e na participação de resposta de IgA secretória que controla a exposição a antígenos e 

comensais. Os mecanismos para desempenharem tais funções estão relacionados à 

capacidade de produzir IL-10, TGF-β, ácido retinóico e expressar moléculas tolerogênicas 

como CTLA-4 e PDL-1 observada em alguns subtipos de DCs (Kelsall, 2008; Tezuka e 

Ohteki, 2010). 

Contudo, para realmente entendermos as diversas ações desempenhadas pelas células 

dendríticas, é importante reconhecê-las como uma família de células composta por diferentes 

subpopulações que foram definidas baseando-se em origem ontogenética, fenótipo, 

localização, expressão gênica e função (Kelsall, 2008).  

Em termos de origem, basicamente as células dendríticas, em camundongos, são 

derivadas de precursores circulantes como monócitos, pré cDCs (precursor de células 

dendríticas convencionais) e pDCs (plasmacitóide) que se originaram de células 
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hematopoiéticas primordiais da medula óssea e dependem de fatores de crescimento como 

ligante de Flt3, GM-CSF e G-CSF. Os monócitos podem originar além de macrófagos, DCs 

F4/80+CX3CR1+ na mucosa e, em condições inflamatórias, a participação de monócitos na 

diferenciação de DC pró-inflamatórias pode se alterar significativamente (Rivollier et al., 

2012). Pré-cDC podem originar diversos subtipos de células dendríticas dependendo do 

tecido, incluindo as que são CD103+ e se distribuem nas placas de Peyer e na lâmina própria. 

A distribuição nos diversos compartimentos da mucosa também demonstra o grau de 

especialização das células dendríticas. As placas de Peyer e os folículos linfoides isolados 

recebem antígenos e bactérias que ganham acesso através de células M. DCs nesses sítios 

participam da indução de células B produtoras de IgA e também migram para áreas ricas em 

células T após ativação via receptores da imunidade inata. DCs expressando ou não CD11b e 

CD103 estão distribuídas pela lâmina própria do intestino. Células dendríticas e macrófagos 

especializados na captação de partículas através da extensão de prolongamentos 

citoplasmáticos por entre as células epiteliais são CX3CR1+CD103+ e representam um 

mecanismo adicional de interação antigênica com os componentes em trânsito intestinal. Em 

contraste com essas APCs intimamente associadas ao epitélio, DCs CD103+ presentes em 

regiões mais profundas na lâmina própria possuem alta taxa de reposição e migram para os 

linfonodos mesentéricos num mecanismo dependente de CCR7, onde ativam células T e 

podem induzir moléculas que facilitam a migração de linfócitos para a mucosa intestinal pela 

indução de CCR9 e α4β7 nos mesmos (Coombes et al, 2007). Células 

CD11c+CD11b+CD103+ são particularmente capazes de induzir a diferenciação de Tregs 

graças a sua capacidade de produzir ácido retinóico e TGF-β  e estão envolvidas no 

desenvolvimento de tolerância aos antígenos ingeridos (Coombes et al., 2007; Sun et al. 

2007; Mucida et al., 2007). Entretanto, em condições inflamatórias, as DCs nos linfonodos 

drenantes também contribuem para gerar respostas do tipo Th1 ou Th17 (Cerovic et al.,2012) 

É importante também considerar a contribuição significativa do microambiente para a 

diferenciação das células dendríticas. No intestino particularmente, sinais provindos da 

microbiota, do epitélio, de fibroblastos, de macrófagos e de células T são fontes importantes 

para o condicionamento das DCs. A ativação anormal de células dendríticas e distúrbios nos 

sinais tolerogênicos da mucosa estão intimamente relacionados ao desenvolvimento de 

inflamação patológica, como é o caso das doenças inflamatórias intestinais (Strober et 

al.,2002; Coombes and Powrie, 2008) 
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4. Proteínas de Choque térmico (HSPs) 

O resultado da administração de antígenos por via oral é dependente de vários fatores, 

dentre eles o antígeno utilizado. Uma grande variedade de antígenos já foi usada para a 

indução de tolerância oral e atualmente nosso grupo tem investido na utilização da proteína de 

choque térmico de 65kd (HSP65).  

As HSPs (heat shock proteins) constituem uma classe de proteínas evolutivamente 

conservadas encontradas desde bactérias até mamíferos. Diversas famílias de HSP podem ser 

distinguidas de acordo com seu peso molecular: HSP10, HSP40, HSP70, etc (Lindquist, 

1986). Em condições fisiológicas, as HSPs funcionam como chaperonas moleculares, 

participando do metabolismo proteico desde a formação de novas cadeias, enovelamento e a 

montagem de subunidades, durante a translocação proteica para diversos compartimentos 

celulares e na remoção de proteínas desnaturadas. Algumas HSPs são hiperexpressas após 

situações de stress celular, como exposição a temperaturas elevadas, patógenos, deficiências 

nutricionais, fatores pró-inflamatórios e radicais oxidativos (Lindquist, 1986; Ellis, 1990, 

Santoro, 2000). 

Além de sua função no “controle de qualidade” celular, essas proteínas ganham ainda 

mais importância pela sua peculiar capacidade de interferir na atividade do sistema imune 

(Walter e Buchner, 2002; Quintana e Cohen, 2011). Por serem hiperexpressas no timo, 

ubiquamente presentes no organismo, altamente produzidas em situações inflamatórias e por 

existirem naturalmente clones de linfócitos T e B autorreativos que reagem com elas (Birk et 

al., 1996; Feige e Cohen, 1991; Caldas et al., 2006), podemos incluir as proteínas de choque 

térmico (HSPs) num grupo de antígenos considerados imunodominantes. Essa definição busca 

explicar que para a tolerância e a homeostase imunológicas haveria um conjunto de antígenos 

principais para os quais a atividade da rede linfocitária estaria centrada (Coutinho e Haas, 

2001). Dessa forma, a geração de células T reguladoras específicas para HSPs e para outros 

antígenos imunodominantes, seria uma maneira do sistema imune criar uma hierarquia de 

reatividades como mecanismo de se manter a capacidade de reparo de tecidos, mas também o 

controle da expansão clonal e da inflamação. A HSP60, por exemplo, umas das HSPs mais 

estudadas quanto à sua capacidade imunoestimuladora, pode sensibilizar o sistema imune 

como um auto-antígeno, um antígeno exógeno, um carreador de outras moléculas funcionais e 

um ligante de TLRs. Podemos considerar que a HSP60 constitui uma via de interação e 

comunicação entre os componentes do sistema imune e desses componentes com os tecidos 

do organismo (Quintana e Cohen, 2011; Coelho e Faria, 2012) 
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A administração de HSP60 e de seus peptídeos pelas vias oral, nasal, intraperitoneal e 

subcutânea tem sido testada com sucesso em modelos experimentais de artrite em ratos (van 

Eden et al., 2005) e clones de linfócitos T reativos com HSP60 isolados de pacientes com 

artrite reumatoide juvenil apresentam um fenótipo de células reguladoras e secretam 

predominantemente IL-10 e TGF-β (de Kleer et al., 2003).  A administração por via oral de 

HSP65 em camundongos LDL-/- e alimentados por dieta hipercolesterolêmica, levou a uma 

redução da lesão aterosclerótica e uma diminuição da resposta inflamatória. Essa melhora foi 

acompanhada de diminuição de macrófagos e linfócitos T CD4+ infiltrantes na lesão, redução 

dos anticorpos séricos anti-HSP e aumento da produção de citocinas anti-inflamatórias IL-10 

e TGF-β (Maron, 2002). Em camundongos NOD (non obese diabetic), um modelo murino de 

diabetes autoimune, o tratamento sistêmico com Hsp65 desencadeia mecanismos 

imunorreguladores que melhoram o curso da doença (Elias et al., 1991; Birk et al., 1996). 

Além disto, estudos clínicos usando o peptídeo DiaPep277 em pacientes recentemente 

diagnosticados com diabetes tipo 1 foram  parcialmente bem sucedidos na preservação da 

função das ilhotas pancreáticas  (Raz et al., 2001, 2007; Schloot e Cohen 2013).  

Como o aumento da expressão de HSP60 ocorre em virtualmente qualquer condição 

inflamatória, células T com perfil regulador e específicas para HSP60 poderiam ser parte do 

mecanismo de controle fisiológico e terminação da resposta inflamatória (van Eden et al.,, 

2005). Valendo-se desse cenário poderíamos utilizar esse imunorregulador natural do 

organismo terapeuticamente para impedir ou controlar inflamações patogênicas originadas e 

mantidas pela ativação inadequada de linfócitos T. Esta poderia ser a chave para o 

desenvolvimento e aprimoramento de agentes imuno-moduladores para doenças autoimunes.  

 

4.1 Lactococcus lactis produtores de HSP65  

Embora a tolerância oral seja eficiente no tratamento de várias doenças em modelos 

animais, os ensaios clínicos em humanos não tiveram o mesmo sucesso (Faria e Weiner, 

2006). Portanto, um constante aprimoramento no entendimento e uso desse fenômeno é 

necessário. Uma estratégia promissora é a entrega de antígenos por via oral utilizando 

bactérias lácticas geneticamente modificadas. Essa nova alternativa mostra-se segura para uso 

na modulação de respostas imunes, inclusive em humanos, visto que bactérias como 

Lactococcus lactis não são invasivas, tem sido relacionados com ações anti-inflamatórias na 

mucosa intestinal e são rotineiramente utilizadas pela indústria alimentícia em processos de 

fermentação (Maillard e Snapper, 2007). 
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As bactérias lácteas compõem um grupo de microrganismos gram-positivos que 

incluem espécies de Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus e Lactococcus, 

dentre outras. Algumas espécies são também importantes membros da microbiota humana 

(Steidler e Rottiers, 2006; Wells e Mercenier, 2008). Recentemente esses microrganismos 

passaram a ser utilizados como veículo para a entrega de antígenos exógenos nas superfícies 

mucosas. Além do status GRAS (generally recognized as safe) algumas espécies desse grupo 

são consideradas probióticas (Tsai et al., 2012) e são capazes de aumentar a produção de IgA 

secretória e estimular células fagocitárias (Neutra e Kozlowski, 2006). Outra importante 

característica dessas bactérias é o fato de não possuírem LPS na constituição de sua parede 

celular, o que elimina os riscos de choque por endotoxina e efeitos pró-inflamatórios 

indesejados (Mercenier et al.,, 2000). Nesse contexto, vários grupos de pesquisa utilizaram a 

engenharia genética para a produção de proteínas de interesse como citocinas, enzimas, 

alérgenos e diversos antígenos utilizando essas bactérias (Nouaille et al.,, 2003; Bermúdez-

Humarán, 2004). 

Não só pela sua importância econômica e por ser inócua ao ser humano, o Lactococcus 

lactis constitui o organismo modelo no estudo das bactérias lácticas. Trata-se da espécie 

melhor caracterizada e ideal para a produção de moléculas heterólogas por apresentar poucas 

proteínas secretadas (Van Asseldonk et al., 1990), ser um microrganismo de fácil 

manipulação, ter sido a primeira bactéria láctica cujo genoma foi sequenciado e contar com 

um grande número de ferramentas genéticas já desenvolvidas (De Vos, 1994; Duwat et al., 

2000; Bolotin et al.,, 2001). 

A possibilidade de se potencializar os efeitos da tolerância oral utilizando-se essa 

estratégia de entrega de antígenos foi demonstrada pela administração de L. lactis capacitada 

a produzir ovalbumina (Ova). A indução de tolerância específica para ova utilizando a 

bactéria L.lactis-Ova se mostrou eficaz para o controle da proliferação celular antígeno 

específica e gerou maior produção da citocinas IL-10 e formação de iTregs  quando 

comparada a administração solúvel da proteína (Huibregtse et al., 2007). O mecanismo pelo 

qual L lactis é capaz de expandir a capacidade tolerogênica da mucosa ainda não está 

esclarecido, mas podemos propor que haja uma imunomodulação das APCs, maximinizando 

a manutenção do ambiente propício a geração de Tregs. (Huibregtse et al., 2007). Em estudo 

clínico com pacientes com doença de Crohn, a administração de L. lactis capaz de produzir a 

citocina anti-inflamatória IL-10 mostrou-se uma estratégia segura e capaz de melhorar o 

quadro clínico da doença (Braat et al., 2006). Portanto, a associação de L. lactis e a proteína 
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de interesse pode ser uma importante ferramenta para aumentarmos os mecanismos 

regulatórios na mucosa, e que trarão efeitos sistêmicos para o controle de inflamações 

patológicas. 

Com a finalidade de implementar novas utilizações biotecnológicas e terapêuticas para 

as bactérias lácticas, o grupo de Miyoshi e Azevedo desenvolveu um novo sistema de 

expressão e endereçamento protéico para uso em L. lactis: XIES (Xylose-Inducible 

Expression System) (Miyoshi et al., 2004). Esse eficiente sistema foi utilizado com sucesso 

para gerar L. lactis capazes de produzir e secretar o antígeno Hsp65 de Mycobacterium leprae 

(de Azevedo et al., 2012). Diante da já comprovada segurança na administração de L. lactis e 

dos efeitos imunomoduladores desempenhado pelas HSPs, essa ferramenta se mostrou 

bastante atrativa para uso como alternativa terapêutica para as doenças inflamatórias. 

 

5. Autoimunidade e imunorregulação 

Já é amplamente reconhecido que as doenças autoimunes são causadas por distúrbios 

em mecanismos de geração ou manutenção da tolerância imunológica. Devido a falhas na 

regulação das células efetoras pelos mecanismos normais de seu funcionamento, o sistema 

imune, principalmente por meio dos linfócitos, passa a ativar respostas inflamatórias 

destrutivas para autocomponentes. Quando as lesões acometem tecidos de difícil regeneração 

provocam um dano ainda maior. Este é o caso da esclerose múltipla, na qual as principais 

células atingidas são neurônios e, como estes não regeneram, ocorrem perdas permanentes em 

funções primordiais do sistema nervoso central (Ellwardt e Zipp, 2014). Como outro exemplo 

a diabetes tipo 1, na qual as células β pancreáticas produtoras de insulina são alvo de 

destruição levando à deficiência progressiva desse hormônio (Eisenbarth, 1986). 

A partir da concepção de que a tolerância imunológica constitui um mecanismo ativo e 

que a participação de células reguladoras é fundamental nesse processo, torna-se interessante 

explorar vias imunorreguladoras capazes de restaurar e expandir a atuação desses linfócitos 

em condições de desordens autoimunes. Com a descrição da geração de Tregs na periferia, 

abre-se uma tentadora janela para se alcançar esse objetivo. Conforme discutido 

anteriormente, o tecido linfóide associado à mucosa é particularmente um importante sítio de 

desenvolvimento de Tregs e que DCs intestinais especializadas (CD103+) promovem nas 

células T a expressão do fator de transcrição Foxp3 através de um mecanismo dependente de 

TGF-β (fator de crescimento transformador-β) e ácido retinóico, um metabólito da vitamina 

A (Coombes, 2007; Mucida et al.,2007).  
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Portanto, a caracterização e estímulo dos mecanismos de atuação desses linfócitos 

reguladores durante as respostas imunológicas, principalmente no contexto de doenças 

inflamatórias, permitiria o desenvolvimento de intervenções seguras, personalizadas e 

duradouras através do aumento do pool das Tregs específicas para antígenos relevantes. 

Assim, utilizar a via oral para administração de auto-antígenos, já que a mucosa 

intestinal é comprovadamente um sitio privilegiado para a indução de tolerância e células T 

reguladoras, é uma abordagem promissora no tratamento de doenças autoimunes. 

A metodologia de se evitar doenças inflamatórias e autoimunes por meio de L. lactis 

produtor de HSP65 (HSP65-LL) foi utilizada recentemente em nosso laboratório e se mostrou 

eficiente no controle da encefalomielite autoimune experimental (EAE - um modelo murino 

de esclerose múltipla) (Rezende et. al., 2012) e da colite experimental (Gomes-Santos, 2014). 

No caso da EAE, utilizamos a imunização com a glicoproteína associada à mielina (MOG) 

juntamente com o adjuvante completo de Freund (CFA) e uma imunização adicional com 

toxina pertussis, um agente que perturba a barreira hematoencefálica e possibilita o ataque ao 

SNC. A colite é induzida pela administração oral de DSS (Dextrano sulfato de sódio), um 

agente irritante e que tem efeitos tóxicos no epitélio gerando um quadro similar a colite 

ulcerativa. 

Entretanto, tanto a EAE quanto a colite são modelos induzidos em camundongos 

C57BL/6. Portanto, nosso próximo desafio seria para avaliar o efeito imunomodulador do LL-

HSP65 em um modelo crônico e espontâneo de doença autoimune, e devido a sua relevância 

clínica, complexidade e ausência de tratamentos definitivos no controle da patogênese, 

passamos a investigar a diabetes autoimune. 

 

6. Diabetes Mellitus 

A Diabetes é uma doença crônica cujo caráter principal é a hiperglicemia. Pode ocorrer 

devido à produção deficiente de insulina pelo pâncreas ou quando o organismo não consegue 

utilizar perfeitamente a insulina que produz. A insulina é um hormônio produzido pelas 

células-β das ilhotas pancreáticas e é responsável por regular o nível de glicose na circulação 

sanguínea. A alta concentração de glicose na circulação (hiperglicemia) é o efeito comum da 

diabetes não controlada e pode levar a sérios danos ao organismo. Dentre os sintomas 

característicos da doença estão a grande excreção de urina, sede excessiva e sensação 

constante de insaciedade (Eisenbarth, 1986; Srikanta et al., 1986).  
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A diabetes está se tornando a epidemia do século e já afeta cerca de 246 milhões de 

pessoas em todo o mundo. Até 2025, a previsão é de que esse número chegue a 380 milhões. 

Estima-se que boa parte das pessoas que tem diabetes desconhece a sua própria condição. 

Estima-se que em 2004 cerca de 3,5 milhões de pessoas tenham morrido por consequência de 

altos níveis sanguíneos de glicose. O gasto mundial para o tratamento da diabetes também é 

um fator crescente. Estima-se que em 2007 gastou-se 232 bilhões de dólares no tratamento e 

prevenção da doença e suas complicações. (WHO, 2011) 

A Diabetes Mellitus pode ser classificada em tipo 1 e tipo 2 e ambas tem como 

característica principal a hiperglicemia, o que pode causar sérias complicações para a saúde, 

incluindo cetoacidose, falência renal, doenças cardíacas, derrame cerebral e cegueira. A 

diabetes do tipo 2 é normalmente associada com obesidade ou a idades mais avançadas, e é 

principalmente resultado da resistência a insulina, quando as células musculares ou adiposas 

não respondem adequadamente a insulina produzida. Por outro lado, a diabetes tipo 1 

(também referida como diabetes autoimune ou insulino-dependente) se inicia antes dos 30 

anos de idade e é, portanto, também chamada de diabetes juvenil, mesmo sabendo-se que ela 

pode ocorrer em qualquer idade. A diabetes tipo 1 é uma doença autoimune crônica que 

acomete indivíduos geneticamente suscetíveis e que pode também ser desencadeada por 

fatores ambientais, como infecções virais. Células do sistema imune causam o dano e 

destruição das ilhotas de Langerhans no pâncreas, o que reduz ou elimina totalmente a 

produção de insulina. A incidência dessa doença tem aumentado em todo o mundo nas 

últimas décadas e a uma taxa de 5,3% nos Estados Unidos, por exemplo (van Belle et al., 

2011). Apesar da diabetes tipo 1 ser responsável por apenas 5 a 10% de todos os casos de 

diabetes, ela constitui uma doença grave e crônica, se iniciando mais cedo que a diabetes do 

tipo 2 e com importantes consequências a curto e longo prazo. Trata-se de uma das doenças 

crônicas mais comuns na infância (Gale, 2005) e este constitui um de seus principais 

agravantes visto que um contínuo monitoramento e imediata e permanente reposição exógena 

de insulina se fazem necessários. 

 

6.1 O modelo experimental de diabetes tipo 1 

Devido à complexidade da etiologia, patogênese e morbidade da diabetes tipo 1 e à 

limitação dos estudos clínicos, os modelos animais se tornaram de fundamental importância. 

Muitos aspectos da doença foram elucidados principalmente após o desenvolvimento do 

camundongo NOD (non obese diabetic) a partir de intercruzamentos da linhagem propensa a 



 

Introdução 

     

 

28 
 

catarata Jcl:ICR na década de 80 (Makino et al., 1980). O camundongo NOD é um excelente 

modelo de doença autoimune e uma importante ferramenta para se entender e explorar os 

mecanismos de tolerância. O valor dessa linhagem animal deve-se ao fato de desenvolverem 

espontaneamente a diabetes autoimune, a qual compartilha muitas similaridades a doença em 

humanos, incluindo a presença de autoanticorpos específicos para antígenos do pâncreas, 

células T autorreativas e a participação do componente genético na suscetibilidade à doença. 

Durante os últimos anos, pesquisadores utilizaram uma variedade de ferramentas para estudar 

esse camundongo, incluindo modelos transgênicos e geneticamente deficientes (knockouts) 

para determinados genes de interesse. Essas ferramentas melhoraram profundamente o estudo 

e o conhecimento acerca dos mecanismos fundamentais da doença (Anderson e Bluestone, 

2005; Makino et al., 1980). 

 

6.2 Componente genético e patogênese da diabetes tipo 1 

A definição clínica da diabetes do tipo 1 é baseada no nível elevado de glicose, mas 

para explicar essa condição é importante entendermos o processo patológico que leva à perda 

das células-β. O acometimento é precedido por uma fase denominada insulite na qual 

macrófagos, células dendríticas, células NK e células T se infiltram e posteriormente iniciam 

o ataque às ilhotas pancreáticas. Falhas nos mecanismos de tolerância imunológica e a 

ativação anormal de linfócitos T em indivíduos suscetíveis leva a uma resposta inflamatória 

contra antígenos expressos pelas células-β e uma resposta imune humoral com produção de 

auto-anticorpos. Acredita-se que essa resposta patológica inicia-se dirigida a um repertório 

limitado de antígenos e expande-se para alvos adicionais, o que acentua o estado inflamatório 

e patogênico.  

Defeitos na seleção negativa de timócitos ou na geração de Treg no timo já foram 

propostos como eventos causais da autoimunidade na diabetes (Bluestone et al., 2010). Eles 

poderiam estar relacionados a mutações no gene AIRE ou a uma ligação ineficiente de 

epítopos próprios ao MHC (Stadinski et al., 2010). Contudo, utilizando o camundongo NOD, 

relatos mostram que não há diferença na frequência de células T reguladoras (Mellanby et al., 

2007) e que a seleção negativa está funcional (Mingueneau et al., 2012) nesses animais. A 

tendência mais recente é investigar defeitos intrínsecos no controle da sinalização após a 

ligação do TCR ao antígeno ou em fatores de sobrevivência para Tregs, como um possível 

decréscimo na produção de IL-2 ou em moléculas inibidoras como CTLA-4 e PD1, 
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responsáveis pelo controle de respostas efetoras (Fife et al., 2006; You et al., 2008; Shieh et 

al., 2009; Grinberg-Bleyer et al., 2010; Johnson et al., 2013). 

Células T patogênicas que invadem as ilhotas reconhecem especificamente epítopos da 

insulina. Já foi demonstrado que linfócitos T CD4+ e CD8+ autorreativos destroem as células 

produtoras de insulina e são suficientes para transferir a patologia para camundongos NOD 

neonatos (Miller et al., 1988; Haskins e Wegmann, 1996). Os linfonodos pancreáticos são 

considerados o local de ativação de células T por DCs carreando antígenos pancreáticos e os 

principais e primeiros auto-antígenos identificados são a insulina e a descarboxilase do ácido 

glutâmico (GAD). Posteriormente, foram também descritos o transportador de zinco 8 

(ZnT8),  proteína relacionada à subunidade catalítica da glicose-6-fosfatase (IGRP), proteína 

de choque térmico de 60kd (Hsp60) e cromogranina A (Haskins e Wegmann, 1996; Roep e 

Peakman, 2012). Essa última é a fonte do epítopo reconhecido pelo clone autorreativo 

BDC2.5 isolado do camundongo NOD e muito utilizado em modelos de transferência de 

diabetes. 

Os mecanismos efetores de destruição das células-beta pancreáticas envolvem a ação de 

citocinas pró-inflamatórias como IL-1β e TNF-α, a liberação de radicais livres, a ação de 

granzima e perforina e a indução de apoptose via Fas/Fas-L (Mathis et al., 2001; Rabinovitch, 

1992; Rabinovitch e Suarez-Pinzon, 1998). A contínua destruição das ilhotas e a redução 

significativa da massa de células-β (entre 70 a 90%) ocasiona a perda progressiva da 

capacidade secretória de insulina e possivelmente a um estado de deficiência absoluta desse 

hormônio (Tooley et al., 2012).  

Polimorfismos em muitos loci gênicos já foram identificados e associados à 

suscetibilidade à doença em humanos e em animais diabéticos (denominados loci idd, de 

insulin dependent diabetes). Destacam-se genes de MHC de classe I e II e também genes 

associados à imunorregulação, como AIRE, IL-2r, CTLA-4, PD-1. Interessantemente muitas 

alterações são compartilhadas entre os camundongos NOD e os pacientes, o que reforça a 

importância desse modelo animal (Concannon et al., 2009; Wicker et al., 2005; Bluestone et 

al., 2010). As proteínas codificadas por esses genes estão envolvidas na regulação da ativação 

de linfócitos durante o reconhecimento do antígeno pelo TCR.  

Evidências mais recentes indicam que alterações epigenéticas induzidas pelo ambiente, 

como padrões alterados de metilação de DNA, contribuem para a expressão gênica anormal 

em células específicas, contribuindo para a perda da tolerância e acometimento pela 

autoimunidade em indivíduos geneticamente pré-dispostos (Hewagama e Richardson, 2009). 
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Portanto, a avaliação de fatores genéticos e epigenéticos é importante para o completo 

entendimento da instalação da diabetes. 

Apesar da importância do componente genético, fatores ambientais contribuem para o 

desencadeamento da diabetes autoimune. De certa forma, a exposição a patógenos se 

relaciona inversamente à incidência e à gravidade da doença. Em camundongos NOD, a 

incidência da doença aumenta à medida que os animais são mantidos em condições de maior 

controle sanitário e da microbiota (Okada et al., 2010). Os mecanismos envolvidos nessa 

relação entre o estímulo microbiano e autoimunidade não são totalmente esclarecidos, mas as 

vias de reconhecimento de padrões moleculares (PAMPs), principalmente os TLR 

desempenham papel fundamental (Wen et al., 2008). Particularmente a microbiota intestinal e 

a dieta parecem ser relevantes para o contexto da doença. O reconhecido papel da mucosa 

intestinal para a tolerância imunológica, a complexa e dinâmica rede de interações celulares e 

moleculares nesse microambiente e a drenagem de antígenos para o linfonodo pancreático 

(Turley et al., 2005) reforçam a importância do intestino no desenvolvimento da diabetes. De 

fato, permeabilidade aumentada, inflamação subclínica e defeitos no funcionamento de APCs 

e na geração de Tregs são comumente observados no intestino de animais e também em 

pacientes diabéticos (Alam et al., 2010; Badami et al., 2011; Malaisse et al., 2004; Vaarala, 

2011).  

Vários subtipos celulares estão presentes no infiltrado inflamatório e estão envolvidos 

no desencadeamento e progressão da patologia. Um acúmulo de APCs em torno das ilhotas 

coincide com a lesão inicial, precedendo um progressivo infiltrado linfocitário e destruição 

das células beta. Defeitos na ontogênese pancreática (Lonyai et al., 2008) e falhas no 

mecanismo de clearance apoptótico por macrófagos (Maree et al., 2008; O'Brien et al., 2002) 

são descritos em camundongos NOD e podem contribuir para a ativação de células T 

autorreativas por DCs que apresentam antígenos das ilhotas no linfonodo pancreático após 

uma onda de morte descontrolada de células beta (Turley et al., 2003). Alguns grupos 

apontam defeitos funcionais e fenotípicos nas células dendríticas de camundongos NOD e 

pacientes de diabetes tipo 1 que poderiam justificar a ativação anormal de linfócitos pela ação 

imunogênica dessas APCs. 

Portanto, uma análise ampla e minuciosa dos fatores e mecanismos envolvidos na 

diabetes autoimune permite concluir que fatores genéticos e de desenvolvimento, a qualidade 

da estimulação antigênica – principalmente via mucosa – e a falha em mecanismos de 

regulação contribuem para o seu desenvolvimento e sua patogênese. 
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6.3 Tratamento disponível e novas perspectivas 

O tratamento atual para a diabetes do tipo 1 é baseado na reposição exógena de insulina. 

Entretanto, complicações agudas e secundárias ainda são inevitáveis e provocam 

impedimentos na qualidade de vida e uma necessidade crescente de cuidados médicos à 

medida que a doença progride. Além disso, a manutenção de uma taxa normal de glicose 

circulante requer o seu monitoramento constante fazendo necessária a perfuração capilar e 

injeções de insulina que chegam a cerca de mil por ano. Esse fato demonstra o impacto do 

cuidado com o controle da doença nos pacientes afetados, principalmente quando 

consideramos que mais da metade dos pacientes diagnosticados são crianças e salienta a 

necessidade de novas estratégias terapêuticas para a diabetes o tipo 1 (Phillips et al., 2011).  

Algumas estratégias experimentais e ensaios clínicos tentaram corrigir prováveis defeitos 

imunológicos envolvidos no desenvolvimento da diabetes. Desde o uso da ciclosporina para o 

tratamento de pacientes (Stiller et al., 1984), muitos tratamentos imunologicamente 

direcionados foram desenvolvidos visando antígenos específicos ou imunomodulação global. 

Esses tratamentos baseiam-se na ideia de eliminar ou inativar células patogênicas ou 

potencializar células reguladoras. O objetivo geral é restabelecer a auto-tolerância e prevenir 

a destruição das células-β pancreáticas. Nas últimas duas décadas, a grande evolução do 

conhecimento sobre a patogênese da diabetes permitiu o desenvolvimento de novos 

tratamentos imunomoduladores. Algumas intervenções terapêuticas foram desenvolvidas em 

camundongos NOD visando uma possível tradução em evolução de tratamentos clínicos. 

Nesse modelo animal, o tratamento preventivo oral com anti-CD3 (Ishikawa et al., 2007), a 

administração nasal ou subcutânea de insulina (Daniel e Wegmann, 1996) e o tratamento 

subcutâneo com HSP60 (Elias et al., 1997) foram eficientes na diminuição da incidência da 

doença. Ensaios clínicos usando anti-CD3, anti-CD20 ou agonistas de CTLA-4 resultaram na 

manutenção transiente da produção de insulina, mas, após o tratamento, muitos indivíduos 

reverteram para a progressiva destruição das células beta pancreáticas. (Herold et al., 2005; 

Pescovitz et al., 2009; Keymeulen et al., 2010; Orban et al., 2011). A administração 

subcutânea de um peptídeo da HSP60 foi utilizada em ensaio clínico e mostrou efeitos 

positivos em pacientes recentemente diagnosticados (Elias et al., 2006). Portanto, também 

para a diabetes autoimune, as HSPs se mostram como componentes-chave de 

imunorregulação.  
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Entretanto, apesar de muitos estudos mostrarem inicialmente resultados promissores, até 

agora nenhuma estratégia se mostrou eficaz o suficiente para aprovação definitiva para uso 

clínico (Tooley et al., 2012). 

Um fator complicador na pesquisa da diabetes autoimune é a escolha dos controles 

saudáveis. Para estudos clínicos, a tarefa já é difícil diante da variabilidade de fatores 

ambientais e genéticos entre indivíduos saudáveis e também os pacientes. A diabetes tem se 

mostrado com uma patologia heterogênea com múltiplas características fenotípicas e variação 

nos processos patogênicos em humanos. Nos modelos animais, muitos estudos utilizaram 

linhagens controle não diretamente relacionada aos camundongos NOD (como BALB/c e 

C57BL/6) na tentativa de revelar correlações positivas entre diferenças no sistema imune e o 

seu papel no desenvolvimento da doença. Um dos camundongos mais intimamente 

relacionados são os NOR (NOR/LtJ – non obese resistant), uma linhagem congênica 

recombinante em que limitadas regiões do genoma de NOD/LtJ foram substituídas por 

porções do C57BLKS/J. Apesar de compartilhar a maior parte do genoma com o NOD, 

incluindo o típico haplótipo de MHC-II H2g7 e muitos outros loci idd, camundongos NOR 

são resistentes à insulite e não desenvolvem diabetes. Alelos de resistência nas regiões 

residuais derivadas da linhagem C57BLKS e localizadas nos cromossomos 1, 2 e 4 podem 

favorecer o estado de resistência à autoimunidade (Serreze et al., 1994). Apesar de muitas 

importantes observações terem permitido avanços na área, mesmo quando linhagens 

congênicas livre de diabetes e que compartilham o MHC do NOD (NOR), ou propensas a 

insulite (camundongo NON) são usadas, tem sido difícil traduzir as diferenças genéticas e os 

fenótipos imunológicos distintos em entendimento conclusivo sobre a história natural da 

doença. 

 

6.4 Dieta, microbiota e células apresentadoras de antígeno na diabetes tipo 1  

Na última década o interesse sobre o microbioma tem crescido enormemente e há um 

convincente conjunto de dados mostrando o papel fundamental da microbiota na homeostase 

ou na inflamação intestinal. Dado o íntimo intercâmbio entre a microbiota intestinal e o 

sistema imune do hospedeiro, não é surpresa que vejamos frequentemente correlações entre 

indivíduos doentes e alterações na composição dos comensais. Sabemos que sinais 

desencadeados pelos microrganismos são relevantes para o tecido linfóide associado a mucosa 

e que mecanismos da imunidade inata e adaptativa são importantes para determinar a 

composição dos simbiontes (Maynard et al., 2012).  
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Essa relação de mão-dupla pode ser exemplificada pela demonstração de que 

camundongos NOD deficientes na proteína adaptadora Myd88, crítica para a transdução de 

sinais da imunidade inata, apresentam mudanças na composição da microbiota no cólon e não 

desenvolvem diabetes. Entretanto, em condições isentas de germes, os mesmos animais 

desenvolvem diabetes de forma ainda mais severa. A doença é inibida nos camundongos 

isentos de germes (germ free) após a exposição à microbiota de camundongos Myd88-/- 

mantidos em condição livre de patógenos específicos (SPF), que apresenta uma proporção 

aumentada de Bacteroidetes. Dessa forma, conclui-se que a qualidade específica de 

estimulação inata contribui para o acometimento pela diabetes autoimune (Wen et al., 2008).  

Do mesmo modo, o tratamento com Lactobacilli e Bifidobacteria probióticos previne a 

autoimunidade em NOD e induz imunomodulação pela produção de IL-10 reduzindo a 

gravidade da insulite e a taxa de destruição de células-β (Calcinaro et al., 2005). 

Uma resposta anormal de células T contra a própria microbiota foi demonstrada em 

camundongos NOD, o que sugere que não apenas alterações na composição microbiana, mas 

falhas em tolerar os comensais poderiam se relacionar à diabetes autoimune (Alam et al., 

2010). 

Além da microbiota, o estímulo antigênico diário pelas refeições e qualidade das 

mesmas são também reconhecidos como fatores de influência na atividade imune no intestino 

e podem estar envolvidos no contexto da doença. Estudos epidemiológicos sugerem que o 

aleitamento materno de curta duração e a introdução de proteínas do leite de vaca na infância 

aumentam o risco de diabetes (Vaarala et al., 2008). Em outro modelo de diabetes tipo 1, o 

rato bio-breeding, a alimentação prolongada e exclusiva pela amamentação protege 

parcialmente do desenvolvimento da doença (Brugman et al., 2009). Além disso, exposição a 

antígenos alimentares constituintes do trigo poderiam desencadear autoimunidade a células-β 

em crianças com predisposição genética (Norris et al., 2003; Ziegler et al., 2003). A 

estimulação de células extraídas de biópsias de intestino in vitro com gliadina causou 

aumento da expressão de marcadores de ativação CD25 e ICAM-1 nas células T de pacientes 

diabéticos (Auricchio et al., 2004). Estudos em animais também sugerem que proteínas do 

trigo modulam a ativação imune no intestino e contribui para os mecanismos autoimunes que 

levam a diabetes (Chakir et al., 2005; Maurano et al., 2005; Funda et al., 2008). Um trabalho 

utilizando uma dieta anti-diabetogênica mostrou uma redução na polarização Th17 no 

intestino e na inflamação intestinal que estariam relacionadas à diabetes em camundongos 

NOD (Alam et al., 2010).  
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Outros componentes alimentares que já foram mostrados como redutores da incidência 

de diabetes em camundongos são a Capsaicina - presente na pimenta malagueta (Nevius et 

al., 2011), e epigalocatequina galato – composto polifenólico do chá verde (Fu et al., 2010).  

Entretanto, a dieta é apenas mais um fator intestinal potencialmente associado à doença 

e devemos considerar outros mecanismos envolvidos na desregulação da homeostase 

intestinal, como provavelmente as células que inicialmente contatam todos esses antígenos e 

estímulos inatos. Muitas alterações nas APCs de camundongos NOD e pacientes diabéticos já 

foram descritas, porém pouco se sabe do comportamento e anomalias dessas células na 

mucosa intestinal, onde assumem características diferenciais e desempenham funções 

especializadas. 

 

 6.5 Desenvolvimento e função neuroendócrina na diabetes tipo 1 

O papel essencial das células T para o desenvolvimento da diabetes é inquestionável, 

visto que a doença não se desenvolve em camundongos NOD atímicos ou linfopênicos. Do 

mesmo modo, diversas interferências no funcionamento dos linfócitos T são suficientes para 

impedir o estabelecimento da patogênese e a injeção de células T originadas de doadores 

diabéticos desencadeia e acelera a patologia em camundongos NOD saudáveis (Anderson e 

Bluestone, 2005). Entretanto, o papel da imunidade adaptativa poderia ser apenas o estágio 

efetor e final de um processo de várias etapas que se inicia desde a ontogenia. Estudos 

relacionando a biologia do desenvolvimento e a imunidade descrevem que tecidos que 

expressam embriologicamente o fator de transcrição Hox11 apresentam anormalidades 

estruturais nos camundongos NOD. Essa observação poderia explicar alterações 

morfofisiológicas nas glândulas salivares, cóclea e pâncreas desses animais. Os defeitos 

estruturais na cóclea do NOD estão relacionados à completa perda de audição que ocorre 

anteriormente ao aparecimento da diabetes. Já o pâncreas e as glândulas salivares são, a 

princípio, funcionalmente normais, mas apresentam alterações estruturais também vistas em 

camundongos NOD-SCID. Essas anomalias são apenas reveladas após o ataque autoimune a 

esses órgãos. Camundongos NOD contém ilhotas imaturas e mal formadas antes do desmame 

e elas se tornam grandes e de formato irregular durante o desenvolvimento do animal. A 

partir dessas observações, os investigadores concluíram que o desenvolvimento alterado de 

uma linhagem de células prediz a resposta autoimune a tecidos estruturalmente afetados 

(Robinson et al., 1996;Rosmalen et al., 2000;Homo-Delarche, 2001;Pelegri et al., 2001). 
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Muitos pesquisadores também associam alterações nos sistemas endócrino e nervoso à 

diabetes. Há evidências de que a inervação nas ilhotas pancreáticas são alvos iniciais durante 

a patogênese, e, de fato, os primeiros auto-anticorpos indicativos de dano tecidual são 

específicos para GAD, um antígeno endócrino compartilhado entre ilhotas pancreáticas e 

neurônios (Saravia e Homo-Delarche, 2001; Hamilton-Williams et al., 2003; Winer et al., 

2003). De acordo com esse ponto de vista, um desenvolvimento defeituoso somado a uma 

função anormal de macrófagos durante o posterior remodelamento tecidual favoreceria a 

liberação de fatores de estresse e posteriormente o condicionamento de linfócitos auto-

reativos. 

Essa ideia de uma perturbação fisiológica das células-β foi recentemente reforçada por 

um estudo de associação genômica ampla (GWAS) que permitiu concluir que tais células 

poderiam desempenhar função ativa na patogênese e não apenas serem o alvo da destruição. 

Novos loci portando prováveis genes de suscetibilidade a diabetes foram descritos e estão 

envolvidos com o crescimento da célula beta, com a regulação do desenvolvimento 

embrionário do pâncreas, com a via endolisossomal, com as vias de transdução de sinal e 

com a resposta de citocinas (Kutlu et al., 2009; Eizirik et al., 2012; Soleimanpour e Stoffers, 

2013). 

Portanto para se alcançar o objetivo de claramente entender a diabetes autoimune 

devemos considerar os recentes relatos de alterações na mucosa e no tecido pancreático para 

elucidar de que forma o componente genético, a organização do tecido pancreático, o estresse 

metabólico durante o desenvolvimento e o desafio constante de regulação no intestino podem 

se relacionar ao quadro patológico. 
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Justificativa 
 

O sistema imune, através da ação coordenada de seus componentes, dinamicamente 

assimila ou elimina antígenos de diversas origens e naturezas. Distúrbios nesse fino balanço 

de reconhecimento, ativação e regulação podem gerar efeitos deletérios ao organismo, como 

as doenças autoimunes. Nesse contexto, algumas células passam a ativar respostas 

inflamatórias destrutivas para autocomponentes devido, provavelmente, a uma falha na 

regulação das células efetoras pelos mecanismos normais de tolerância imunológica. 

Entender e explorar as vias imunorreguladoras intrínsecas do organismo é uma promissora e 

desafiadora estratégia para resgatar o funcionamento fisiológico do sistema imune e impedir a 

destruição de componentes essenciais ao perfeito funcionamento do organismo. 

Muitos auto-antígenos estão associados às doenças inflamatórias e autoimunes, porém 

dentre eles destacam-se as HSPs, que constituem um grupo de proteínas com função de 

chaperonas, mas que também exercem grande influência sobre a atividade do sistema imune. 

Como o aumento da expressão de HSP60 ocorre em virtualmente qualquer condição 

inflamatória, células T com perfil regulador e específicas para HSP60 poderiam ser parte do 

mecanismo de controle fisiológico e terminação da resposta inflamatória. Assim, saber 

explorar a capacidade imunoestimuladora das HSPs é um desafio promissor para os 

imunologistas. 

A Diabetes Mellitus do tipo 1 é uma doença autoimune onde também existe uma 

participação das HSP como mecanismo de adjuvante natural do organismo. Nessa doença, 

ocorrem distúrbios da fisiologia metabólica devido à destruição das células-β pancreáticas 

pela atividade desregulada de linfócitos autorreativos em indivíduos geneticamente 

suscetíveis. A perda gradual das células produtoras de insulina acarreta concentrações 

circulantes de glicose elevados com sérias consequências metabólicas patológicas. A diabetes 

constitui a principal causa de amputação de membros inferiores, insuficiência renal e 

cegueira entre adultos, assim como de doenças cardiovasculares, morte prematura e 

mortalidade perinatal. Com isso, sobrevém um grande impacto negativo para a sociedade e 

para a saúde pública. As consequências do diabetes nos sistemas de saúde, considerando-se 

tão somente seus aspectos clínicos, refletem apenas uma fração dos prejuízos causados aos 

indivíduos, suas famílias e à sociedade. Além dos custos diretos da doença, devem ser 

observados os custos indiretos para a sociedade e para o indivíduo, tais como: morte 

prematura, incapacidade, absenteísmo, a diminuição do retorno da educação oferecida ao 
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indivíduo, diminuição da renda do chefe de uma família, aumento de aposentadorias precoces 

e desemprego. O tratamento atual para a diabetes do tipo 1 é baseado na reposição exógena 

de insulina. Entretanto, complicações agudas e secundárias ainda são inevitáveis e provocam 

impedimentos na qualidade de vida e uma necessidade constante e crescente de 

monitoramento da glicemia e de cuidados médicos à medida que a doença progride. 

Diante da importância clínica da diabetes e da necessidade de um tratamento alternativo 

com mínimos efeitos colaterais, torna-se importante a busca por novas estratégias 

experimentais que permitam reequilibrar os fenômenos imunológicos envolvidos na sua 

origem e fisiopatologia. A partir da recente caracterização de subpopulações de células T com 

atividades reguladoras, cada vez mais tem sido propostas novas abordagens 

imunoterapêuticas com enfoque em doenças inflamatórias crônicas e autoimunes. Nessa 

perspectiva, a utilização do fenômeno da tolerância oral como ferramenta para suprimir a 

ativação e proliferação de linfócitos envolvidos na patogênese da diabetes autoimune 

experimental constitui um aliado fundamental na tentativa de se desenvolver métodos 

profiláticos ou medicamentos que sejam mais eficazes para o tratamento dessa enfermidade. 

A ideia fundamental desse estudo é explorar uma das propriedades importantes da 

tolerância oral: é possível induzir supressão para antígenos específicos pela via oral, mas essa 

supressão atinge também antígenos que se encontram na vizinhança do evento inflamatório 

suprimido. Esse efeito, conhecido como efeito indireto, nos permite induzir supressão para 

doenças inflamatórias com múltiplos antígenos alvo. Além disto, o tratamento proposto nesse 

trabalho é baseado na administração de bactérias lácticas, uma vez que a HSP65 será 

produzida e liberada no trato gastrintestinal dos animais via Lactococcus lactis. O uso de 

bactérias lácticas e probióticas é isento de efeitos colaterais para a saúde do organismo e este 

constitui mais um ponto positivo da alternativa terapêutica proposta. Devido à complexidade 

da etiologia, patogênese e morbidade da diabetes autoimune e da impossibilidade de estudos 

mais detalhados em humanos, o uso do modelo animal é de fundamental importância. 



    Objetivos 

     

 

39 
 

Objetivo geral 

 

Avaliar as vias imunorreguladoras desencadeadas pelo tratamento oral com Hsp65 e 

correlacionar a atuação dos componentes imunológicos da mucosa intestinal de camundongos 

NOD à diabetes autoimune experimental.  

 

 

Objetivos específicos 

 

• Comparar os efeitos imunológicos do tratamento com Lactococcus lactis produtor de 

Hsp65 em linhagens de camundongos normais (C57BL/6) e suscetíveis à diabetes 

autoimune (NOD). 

 

• Determinar o envolvimento de subpopulações linfocitárias e de receptores da 

imunidade inata no efeito imunomodulador do tratamento oral com LL-Hsp65. 

 

• Avaliar o efeito da administração oral de Lactococcus lactis produtores de Hsp65 na 

incidência de diabetes autoimune em camundongos NOD. 

 

• Estudar os componentes e mecanismos imunológicos na mucosa intestinal de 

camundongos NOD e correlacioná-los ao processo patológico da diabetes tipo 1.  
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Materiais e Métodos 

 

1. Camundongos utilizados 

Foram utilizadas várias linhagens de camundongos fêmeas de diferentes origens nos 

experimentos. Os camundongos das linhagens C57BL/6  foram obtidos do Biotério Central 

do Instituto de Ciências Biológicas da UFMG (CEBIO) e os C57BL/6 TLR2-/- foram 

gentilmente cedidos pelo professor Sérgio Costa Oliveira do Departamento de Bioquímica, 

ICB, UFMG. Os camundongos NOD (non-obese diabetic) foram obtidos do CEDEME 

(Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia) da 

UNIFESP sendo sua origem o Jackson Laboratory nos Estados Unidos. Colônias desses 

animais foram geradas e mantidas no Biotério do Laboratório de Imunobiologia do ICB, 

UFMG. Os camundongos NOR (non obese resistant) foram obtidos diretamente do Jackson 

Laboratory e utilizados nos experimentos realizados no Laboratory of Molecular Immunology 

do National Institutes of Healthy em Bethesda, EUA. Os camundongos foram mantidos no 

Biotério do Laboratório de Imunobiologia, sob ciclo de luz de 12 horas, alimentados com 

ração padrão para camundongos e água ad libitum. Para que os camundongos NOD 

desenvolvessem a diabetes autoimune espontaneamente e em alta taxa, estes foram mantidos 

em condições de extrema limpeza e cuidado (microisoladores, água e ração esterilizados e 

dispostos em estantes ventiladas com filtração de ar). Essa condição é essencial para a 

suscetibilidade à doença, como bem relatado pela literatura (Bluestone, 2004). Os 

procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal (CETEA, 

protocolo número 117/2010) da UFMG. 

 

2. Lactococcus lactis produtor de Hsp65 

Em colaboração com os professores Anderson Miyoshi e Vasco Azevedo 

(Departamento de Biologia Geral do ICB), utilizamos a linhagem recombinante de L. lactis 

NCDO2118 portadora do plasmídeo pXylT:SEC:hsp65/Cmr (Fig. 1) produzida pelo 

Laboratório de Genética Celular e Molecular (LGCM) da UFMG. Esta linhagem é, portanto 

capaz de produzir e secretar no meio de cultura a proteína de choque térmico de 65kd de 

Mycobacterium leprae. O meio de cultivo utilizado para o crescimento de L. lactis foi o M17 

(Difco) suplementado com 0,5% de glicose (GM17) ou 1% de xilose (XM17). Para o cultivo 

das bactérias, 10 µg/mL do antibiótico cloranfenicol (Sigma) foi adicionado. As bactérias 

foram crescidas a 30°C sem agitação. Para fins de estocagem, as linhagens de L. lactis, foram 

cultivadas em meio sólido por um período de 18 horas overnight. Em seguida, colônias 



  
  
 

 

isoladas foram individualmente coletadas com o auxílio de uma alça bacteriológica 

descartável e inoculadas em meio líquido. Depois de cultivadas, as culturas foram diluídas 

(4:1) em uma solução estéril de glicerol 80% e acondicionadas e

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Vetor de expressão

sequencia codificadora do peptídeo sinal da proteína Usp45 (SPUsp) de 

hsp65 de M. leprae sob o controle do promotor 

 

2.1 Indução da produção de HSP65 por 

Para indução da produção de HSP65, foi utilizado o protocolo descrito por Miyoshi e 

colaboradores (Miyoshi et al., 2004). No primeiro dia colônias isoladas de 

recombinantes foram individualmente inoculadas em meio GM17 suplementado com 10 

µg/mL de cloranfenicol e mantidas em estufa a 30

culturas crescidas overnight

µg/mL de cloranfenicol e incubados a 30

culturas terem alcançado uma densidade óptica (OD600nm) de 2.0, foram acondicionadas 

em mamadeiras de vidro estéreis para tratamento dos camundongos. Esses procedimentos 

de crescimento bacteriano foram realizados para cada dia de tratamento a fim de limitar a 

perda de viabilidade da cultura e a degradação proteica das amostras.

 

2.2 Administração oral das linhagens de 

Camundongos receberam por via oral at

contendo cerca de 5 x108 UFC/mL. Como o consumo diário de líquido na mamadeira por 

animal é de cerca de 5ml e a concentração de HSP65 no meio de cultura foi estimando em 

7µg/ml (de Azevedo et al., 

e 35µg de HSP65. De acordo com cada desenho experimental, os animais receberam um 

  
  

isoladas foram individualmente coletadas com o auxílio de uma alça bacteriológica 

descartável e inoculadas em meio líquido. Depois de cultivadas, as culturas foram diluídas 

(4:1) em uma solução estéril de glicerol 80% e acondicionadas em freezer -

Vetor de expressão de hsp65. Vetor de expressão  pXylT:SEC:hsp65/Cmr

sequencia codificadora do peptídeo sinal da proteína Usp45 (SPUsp) de L. lactis

sob o controle do promotor PxylT.  

Indução da produção de HSP65 por L. lactis 

Para indução da produção de HSP65, foi utilizado o protocolo descrito por Miyoshi e 

colaboradores (Miyoshi et al., 2004). No primeiro dia colônias isoladas de 

recombinantes foram individualmente inoculadas em meio GM17 suplementado com 10 

µg/mL de cloranfenicol e mantidas em estufa a 30oC por 18 horas, sem agitação. As 

overnight foram diluídas (1:10.000) em XM17 suplementado com 10 

loranfenicol e incubados a 30oC, sem agitação, por mais 18 horas. Após as 

culturas terem alcançado uma densidade óptica (OD600nm) de 2.0, foram acondicionadas 

em mamadeiras de vidro estéreis para tratamento dos camundongos. Esses procedimentos 

to bacteriano foram realizados para cada dia de tratamento a fim de limitar a 

perda de viabilidade da cultura e a degradação proteica das amostras. 

Administração oral das linhagens de L. lactis produtoras de HSP65

Camundongos receberam por via oral através da mamadeira o meio de cultura 

UFC/mL. Como o consumo diário de líquido na mamadeira por 

animal é de cerca de 5ml e a concentração de HSP65 no meio de cultura foi estimando em 

 2012), a dose diária por animal foi de 2.5 x10

g de HSP65. De acordo com cada desenho experimental, os animais receberam um 
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isoladas foram individualmente coletadas com o auxílio de uma alça bacteriológica 

descartável e inoculadas em meio líquido. Depois de cultivadas, as culturas foram diluídas 

-80 oC. 

pXylT:SEC:hsp65/Cmr contendo a 

L. lactis fusionada à ORF 

Para indução da produção de HSP65, foi utilizado o protocolo descrito por Miyoshi e 

colaboradores (Miyoshi et al., 2004). No primeiro dia colônias isoladas de L. lactis 

recombinantes foram individualmente inoculadas em meio GM17 suplementado com 10 

C por 18 horas, sem agitação. As 

foram diluídas (1:10.000) em XM17 suplementado com 10 

C, sem agitação, por mais 18 horas. Após as 

culturas terem alcançado uma densidade óptica (OD600nm) de 2.0, foram acondicionadas 

em mamadeiras de vidro estéreis para tratamento dos camundongos. Esses procedimentos 

to bacteriano foram realizados para cada dia de tratamento a fim de limitar a 

HSP65 

ravés da mamadeira o meio de cultura 

UFC/mL. Como o consumo diário de líquido na mamadeira por 

animal é de cerca de 5ml e a concentração de HSP65 no meio de cultura foi estimando em 

2012), a dose diária por animal foi de 2.5 x109 UFC de L. lactis 

g de HSP65. De acordo com cada desenho experimental, os animais receberam um 
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ou mais ciclos de tratamentos consistindo de quatro doses diárias seguidas ofertadas pela 

mamadeira. 

 

2.3 Protocolos experimentais para prevenção da diabetes em camundongos NOD 

Utilizamos quatro protocolos experimentais para tentar prevenir o acometimento pela 

diabetes (Fig 2). No primeiro, uma e três semana após o tratamento de 4 dias consecutivos  

com LL-HSP65, injetamos 200mg/kg de ciclofosfamida (Cy) i.p. (Sigma) para assegurar a 

suscetibilidade dos camundongos à diabetes, visto que apenas 80 a 90% dos camundongos 

NOD (fêmeas) desenvolvem a doença espontaneamente. No segundo, terceiro e quarto 

protocolos, avaliamos a incidência espontânea da diabetes. No segundo, os animais 

receberam um ciclo de tratamento com LL-HSP65; no terceiro protocolo, eles receberam 3 

ciclos de tratamento de LL-HSP65 e, no quarto protocolo,  alternamos um ciclo de LL-IL-

10 (L.lactis produtor de IL-10) e  um ciclo de LL-HSP65 em cada semana, durante 6 

semanas 

 

    

    

           

 

Protocolo nº 1 – Diabetes acelerada com ciclofosfamida 

Glicemia (semanalmente)
L.lactis-Hsp65

(1 ciclo / ingestão voluntária)

Protocolo nº 2 – Diabetes espontânea – 1 ciclo LL-HSP65  

L.lactis-Hsp65
(1 ciclo / ingestão voluntária) Glicemia (semanalmente)

Idade (semanas)
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Figura 2. Protocolos de tratamento de camundongos NOD com L. lactis produtor de Hsp65 

 

 

3. Avaliação da incidência de diabetes autoimune 

Após o tratamento experimental dos animais, os níveis glicêmicos foram monitorados 

semanalmente através da coleta de uma mínima amostra do sangue periférico obtido da cauda 

para dosagem em fitas apropriadas para glicosímetro automático (Accu-Check Active – 

Roche). Foram considerados diabéticos os animais que apresentaram duas medidas seguidas 

de glicose superiores a 250mg/dl. 

 

4. Obtenção das amostras 

Ao final dos experimentos, os animais foram anestesiados e sacrificados para retirada 

do baço, linfonodos mesentéricos e pancreáticos, pâncreas, placas de Peyer e intestinos. 

Protocolo nº 3 – Diabetes espontânea – 3 ciclos LL-HSP65  

Glicemia (semanalmente)
L.lactis-Hsp65

(3 ciclos / ingestão voluntária)

Protocolo nº 4 – Diabetes espontânea –Ciclos intercalados de LL-HSP65 e LL-IL-10  

L.lactis-IL-10 / L.lactis-Hsp65
(6 ciclos / ingestão voluntária)

4 10 30

Idade (semanas)

Glicemia (semanalmente)
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4.1 Obtenção de suspensões celulares dos órgãos linfoides 

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

glutamina, 50mM de 2-mercaptoetanol, 100 U/mL de penicilina, 1mM de piruvato de 

sódio, 0,1 mM de aminoácidos não-essenciais, 25 mM de HEPES e 10% de soro fetal 

bovino (SFB) inativado.  

As suspensões de células do baço, placas de Peyer, linfonodos mesentéricos e 

pancreáticos foram preparadas a partir da maceração sobre filtros de nylon (cell strainer 

BD). Após centrifugação e lise osmótica das hemácias do baço, as células foram 

ressuspendidas em meio RPMI e contadas em câmara de Neubauer utilizando-se o corante 

eritrocina ou em contador de células automático (Beckman Coulter). Para os experimentos 

em que foram avaliadas células apresentadoras de antígenos, anteriormente a maceração, 

os tecidos foram digeridos durante 1h a 37ºC com meio IMDM ( Iscove's Modified 

Dulbecco's Medium, Life Technologies) contendo 0.17 mg/ml de Liberase TL (Roche) e 

30µg/ml de DNAse I (Roche). 

 

4.2 Obtenção de células da lâmina própria intestinal 

Após a eutanásia dos animais, o intestino delgado e o cólon foram retirados e 

dispostos em placas de petri contendo HBSS gelado para posterior processamento. As 

placas de Peyer foram removidas do intestino e após delicada e minuciosa remoção de 

muco, fezes e tecido gorduroso aderido aos intestinos, os mesmos foram abertos 

longitudinalmente e fracionados em porções de cerca de 2cm. Depois de 3 lavagens com 

agitação manual e filtração do tecido em rede de metal, os tecidos foram incubados 

durante 15 minutos a 37ºC em HBSS contendo 0.15mg/ml de DTT (Dithiothreitol, Sigma) 

para desestruturação da camada epitelial. Posteriormente os tecidos foram agitados 

manualmente para remoção das células epiteliais e filtrados novamente. O tecido restante 

foi então incubado por 1h a 37ºC em meio IMDM (Life Technologies) contendo 10% de 

SFB, 0.17 mg/ml de Liberase TL (Roche) e 30µg/ml de DNAse I (Roche) para desagregar 

a matrix extracelular e permitir extração dos leucócitos. Após este período as células 

foram centrifugadas, lavadas e filtradas por duas vezes em filtros de nylon (cell strainer, 

BD) de 70µm e 40µm. A concentração celular foi determinada e as células isoladas foram 

utilizadas para os ensaios subsequentes. 
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4.3 Cultura de células com estímulo antigênico e coleta do sobrenadante da cultura 

Foram adicionados 100 µl/ poço da suspensão de células na concentração de 5 x 106 – 

1 x 107 células/ mL em uma placa de 96 poços. Foram utilizados 100 µl/ poço da solução 

contendo anti-CD3ε purificado (BD Pharmingen) como controle positivo, solução de 

peptídeo SHLVEALYLVCGERG (Proteimax) da cadeia β da insulina bovina (125 µl/ 

poço) e de meio (125 µl/ poço) para controle negativo de ativação. As células foram 

mantidas em cultura em uma estufa umidificada com uma atmosfera de 5% de CO2 a 

37°C. Após 48h, os sobrenadantes foram coletados para dosagem de citocinas. 

 

5. Ensaios imunoenzimáticos 

5.1 ELISA para medida dosagem de citocinas nos sobrenadantes de cultura celular 

As placas de poliestireno (NUNC) foram sensibilizadas com anticorpos monoclonais 

purificados (BD Pharmingen) reativos contra as citocinas IFN-γ e IL-10 de camundongo 

(seguindo as concentrações recomendadas pelo fabricante) diluídos em tampão carbonato 

pH 9,6 e mantidas overnight a 4°C. Após esse período, as placas foram lavadas com salina 

contendo 0,05% Tween-20 (Sigma), e bloqueadas com caseína diluída em PBS (PBS-

caseína), por no mínimo 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados os 

sobrenadantes coletados após 48 horas de cultura e as placas foram incubadas overnight a 

4°C. No dia seguinte, foi adicionada solução contendo anticorpos monoclonais marcados 

com biotina (BD Pharmingen) específicos para as citocinas IFN-γ e IL-10 de camundongo 

e as placas foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente. Uma solução adicional de 

detecção contendo estreptavidina conjugada a peroxidase (Southern Biotecnology), em 

uma diluição de 1/15000, foi adicionada e incubada por 1 hora a temperatura ambiente. A 

reação nas placas foi revelada pela incubação com o substrato (H2O2 + Orto fenildiamina , 

OPD) diluído em tampão citrato pH 5 durante 10 minutos, ao abrigo da luz. A reação foi 

interrompida pela adição de H2SO4 e lida no leitor de ELISA automático (Bio-Rad Model 

450 Microplate Reader), usando o filtro de 492 nm. O cálculo da concentração de cada 

citocina foi realizado com base nos dados obtidos por uma curva padrão utilizando-se as 

citocinas recombinantes IFN-γ e IL-10 de camundongo (BD Pharmingen). 

 

5.2.  Ensaio de tolerância oral e Elisa para detectar anticoporpos anti-ovalbumina 

Camundongos NOD ou BALB/c fêmeas de 6 semanas de idade receberam tratamento oral 

com 20mg de ovalbumina (grau 3, Sigma) diluída em água (Grupo OVA oral) ou água 

(Grupo Água) por ingestão voluntária por 24 horas. Sete dias depois, os animais foram 
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imunizados com uma injeção i.p. de 0.2ml de solução salina contendo 10µg de OVA 

contendo 1mg de hidróxido de alumínio. Quatorze dias depois, os camundongos 

receberam a mesma dose de OVA solúvel em salina, i.p. Sete dias depois o soro foi 

coletado.  

Placas de poliestireno (NUNC) foram sensibilizadas com 2µg de Ovalbumina por poço em 

tampão carbonato pH 9,6 e mantidas overnight a 4ºC. No dia posterior as placas foram 

bloqueadas com PBS-caseína e foram distribuídas as amostras de soro de camundongos 

diluídos a partir de 1:200. Foram feitas diluições seriadas e utilizado soro de animal não 

imunizado como controle negativo da reação. As placas foram incubadas a 37ºC por 1h e 

então lavadas com salina-tween e expostas a solução contendo anticorpos anti-IgG1 de 

camundongos ligados a peroxidase (goat anti-mouse IgG1-HRP, Southern Bioetch). Após 

uma hora de incubação a 37ºC as placas foram novamente lavadas e então cobertas com 

solução reveladora contendo o substrato (H2O2 + OPD) diluído em tampão citrato pH 5 

durante 10 minutos, ao abrigo da luz. A reação foi interrompida pela adição de H2SO4 e 

lida no leitor de ELISA automático (Bio-Rad Model 450 Microplate Reader), usando o 

filtro de 492 nm. Foi utilizado o método do somatório das absorbâncias em 8 diluições 

distintas para se comparar os valores de absorbância obtidos para cada animal. 

 

5.3 Elisa para avaliar resposta imune humoral anti-Salmonella 

Camundongos C57BL/6 fêmeas de 8 semanas de idade receberam tratamento oral 

com LL-HSP65 e sete dias após foram infectados por gavagem com 105 CFU de 

Salmonella typhimurium em PBS. Sete dias depois os animais foram sacrificados e o soro 

foi colhido para análise da resposta humoral. 

Placas de poliestireno (NUNC) foram sensibilizadas com extrato de Salmonella 

(cultura inativada 3 vezes a 70ºC) em tampão carbonato pH 9,6 e mantidas overnight a 

4ºC. No dia posterior as placas foram bloqueadas com PBS-caseína e foram distribuídas as 

amostras de soro de camundongos controle infectados e tratados com LL-HSP65 sete dias 

antes da infecção. Foram feitas diluições seriadas e utilizado soro de animal não infectado 

como controle negativo da reação. As placas foram incubadas a 37ºC por 1h e então 

lavadas com salina-tween e expostas a solução contendo anticorpos anti-IgG de 

camundongos ligados a peroxidase (goat anti-mouse IgG-HRP, Southern Bioetch). Após 

uma hora de incubação a 37ºC as placas foram novamente lavadas e então cobertas com 

solução reveladora contendo o substrato (H2O2 + OPD) diluído em tampão citrato pH 5 

durante 10 minutos, ao abrigo da luz. A reação foi interrompida pela adição de H2SO4 e 
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lida no leitor de ELISA automático (Bio-Rad Model 450 Microplate Reader), usando o 

filtro de 492 nm. Foi utilizado o método do somatório das absorbâncias em 4 diluições 

distintas para se comparar os valores de absorbância obtidos para cada animal. 

 

6. Análise histopatológica do intestino após infecção por Salmonella 

Amostras do íleo de camundongos foram colhidas sete dias após a infecção por 

Salmonella e foram armazenado em formalina tamponada a 10%. Após, o material foi 

desidratado em soluções crescentes de alcoóis, clarificado em xilol e incluído em parafina. 

Cortes de 5 µm foram obtidos e, após coloração por Hematoxilina e Eosina, foram avaliados 

qualitativamente e quantitativamente quanto ao infiltrado inflamatório e grau de destruição da 

arquitetura intestinal em microscópio óptico (Olympus BX41) conectado a câmera para 

registro fotográfico (Moticam 2500). 

 

7. Citometria de Fluxo  

7.1 Imunofenotipagem de linfócitos e células dendríticas 

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

poliestireno por 10min com anticorpo Fc-block (BD Pharmingen) e então por mais 20 

minutos a 4oC com anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos FITC, PE, PE-

Cy5.5, APC, PE-Cy7, APC-Cy7, e BV421 reativos para moléculas de superfície. Para a 

marcação intracelular do fator de transcrição foxp3 e de citocinas, após essa primeira 

etapa, foi utilizado kit de fixação/permeabilização comercial (e-Bioscience) e em seguida 

as amostras foram incubadas por mais trinta minutos com anticorpos anti-foxp3-PE ou 

anti-IFN-γ APC e anti-IL-17 PE de camundongo. Após as lavagens com PBS-BSA 

(albumina sérica bovina 0.5%), as amostras foram fixadas com paraformaldeído 3% 

durante 30 minutos, lavadas e armazenadas em PBS-BSA a 4oC para leitura no citômetro. 

A aquisição das amostras foi realizada no citômetro de leitura de seis parâmetros 

FACScalibur (Becton Dickinson) acoplado a um computador com o software Cell Quest 

(Becton Dickinson), ou em FACScanto (Becton Dickinson),  ou no FACS LSRII (Becton 

Dickinson) acoplados a um computador com o software Diva (Becton Dickinson). A partir 

de um gráfico que permite identificar o tamanho e a granulosidade das células pelo padrão 

de dispersão do laser após a passagem das mesmas (Forward Scatter x Side Scatter), 

foram delimitadas as populações de linfócitos ou células dendríticas e, a partir destas, 

foram gravados 50 mil eventos para análise de linfócitos e 300 mil eventos para APCs 

para determinação dos padrões de fluorescência de cada amostra. Análises posteriores 
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foram feitas utilizando o software FlowJo (Tree Star) para determinar as populações 

positivas e negativas para cada marcação além do nível de expressão das respectivas 

moléculas. A estratégia para determinação de cada população de interesse está 

esquematizada na Figura 3. 

 

7.2 Estímulo in vitro para avaliar a produção de citocinas IL-17 e IFN-γγγγ    

Para estimular a síntese de citocinas as células isoladas foram mantidas em meio 

RPMI contendo 10% de soro fetal bovino, 50ng/ml PMA (Sigma) e 500ng/ml de 

ionomicina (Sigma) por 4h, após tal período foi adicionado 0.66µl de monensina para cada 

ml de meio (Golgi Stop, BD) e após mais 2h de incubação as células foram colhidas, 

centrifugadas, lavadas e utilizadas para as marcações de superfície e intracelulares. 

 

7.3 Estratégias de determinação das populações de interesse por citometria de fluxo 

 

 

Figura 3A. Imunofenotipagem de células apresentadoras de antígenos (APCs). As células 

extraídas dos linfonodos mesentéricos, pancreáticos e da lâmina própria do intestino delgado e do 

cólon foram avaliadas por citometria de fluxo. Primeiro foram selecionadas células  expressando 

CD45.1 (leucócitos totais), com tamanho (FSC-A) e complexidade interna (SSC-A) padrão (gate 
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para APCs), e  não agregadas entre si (singlets). Em seguida foram selecionadas as APCs após 

exclusão de linfócitos B e linfócitos T (CD19/TCRαβ/TCRγδ) e inclusão de células com alta 

expressão de MHC-II. Destas células, as que possuíam expressão elevada de F4/80 (hi) e média 

ou baixa expressão de CD11c foram consideradas macrófagos. As células restantes (CD11chi) 

foram consideradas DCs. Dentre as DCs foram identificados 3 subtipos de acordo com a 

expressão de CD11b e CD103. Os dot plots acima representam células extraídas da lâmina 

própria do Cólon, mas a mesma estratégia foi utilizada para os demais órgãos. 

 

 

 

Figura 3B. Imunofenotipagem de células Treg, Th1 e Th17. As células extraídas dos 

linfonodos mesentéricos, pancreáticos e da lâmina própria do intestino delgado e do cólon foram 

avaliadas por citometria de fluxo. Linfócitos T helper foram identificados através da seleção de 

células  expressando CD45.1 (leucócitos totais), com tamanho (FSC-A) e complexidade interna 

(SSC-A) padrão (gate para linfócitos), e  CD4  (linfócitos). Em seguida foram selecionadas 

células IL-17+ (Th17) IFN-γ+ (Th1) ou Foxp3+ (Treg). Os dot plots acima representam células 

extraídas da lâmina própria do Cólon, mas a mesma estratégia foi utilizada para os demais órgãos. 

 

 

 

Figura 3C. Estratégia para separação de linfócitos T naive utilizados para co-cultra com 

células dendríticas in vitro. Esplenócitos foram submetidos a cell sorting para isolamento de 
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linfócitos T naive. Foram selecionadas células de tamanho (FSC-A) e complexidade interna (SSC-

A) padrão (gate para linfócitos), e que apresentavam o fenótipo: CD4+ , CD25- , CD62Lhi e 

CD44lo. As células obtidas foram incubadas in vitro com células dendríticas do subtipo 2 

selecionadas conforme esquematizado na figura 3A.  

7.4 Separação de células por cell sorting e co-cultura de células T e DCs 

Após a marcação das células com anticorpos ligados a fluorocromos, as amostras foram 

submetidas a cell sorting em equipamento FACSaria (BD) mantido em cabine de 

segurança biológica. Foram obtidas as populações de interesse (linfócitos T naive - 

CD4+CD25-CD62LhiCD44lo - do baço e células dendríticas (DCs) do subtipo 2 - 

CD11b+CD103+ - dos linfonodos mesentéricos) conforme a Figura 3. Foram utilizadas 

para o ensaio de co-cultura 3x105 DCs para 9x105 linfócitos T CD4 naive (proporção 1:3). 

As células foram mantidas por 72h em cultura a 37°C/5%CO2 com ou sem estímulo de 

anti-CD3e a 0.1µg/ml. Após este período as células foram colhidas e utilizadas para 

identificação de frequência de células CD4+ que passaram a expressar o fator de 

transcrição foxp3 por citometria de fluxo 

 

 

8. PCR quantitativo para avaliar a expressão gênica de citocinas  

Amostras do intestino delgado e do cólon foram extraídas e imediatamente 

armazenadas em microtubos contendo o reagente RNAlater (Life Technologies) overnight a 

4ºC com o objetivo de preservar a integridade do RNA tecidual. Posteriormente, as amostras 

foram lisadas em homogeneizador Precellys (Bertin) em tubos contendo esferas de látex para 

rompimento das células e liberação dos ácidos nucleicos. O RNA total foi extraído seguindo-

se as recomendações do kit RNeasy (QIAGEN) e após dosagem em espectofotômetro  

(Nanodrop, Thermo) e confirmação da razão de absorbância A260/A280 entre 1.8 e 2.0, 1µg 

de RNA foi utilizado para síntese de cDNA pela transcriptase reversa utilizando-se o kit de 

síntese qScript (Quanta Biosciences). O cDNA foi utilizado para reação de PCR em tempo 

real pelo método TaqMan.  Foram utilizados primers comerciais ligados a fluorófuros e 

quenchers (Applied Biosystems) para cada gene de interesse (IL-6 Mm00446190_m1; IL-12 

Mm00434174_m1; IL-10 Mm00439614_m1). As reações de PCR foram realizadas em 

volume de 20µl em placas de 96 poços (MicroAmp optical, Applied Biosystems)    

utilizando-se o reagente PerfeCTa FastMix II (Quanta Biosciences) (no equipamento 7900HT 

Fast-Real Time PCR System (Applied Biosystems). As condições de amplificação utilizadas  

consistiram de aquecimento a 95°C por dois minutos, seguido de 40 ciclos a 95°C por 10 

segundos e 60°C por trinta segundos. Os resultados foram expressos a partir da medida do 
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ciclo treshold de cada gene avaliado em relação à amplificação do controle endógeno 

GAPDH, de acordo com a fórmula 2-∆ct. 

 

 

9. Determinação da ativação de NF-kB via TLR por HSP65 

Utilizamos o ensaio de gene repórter luciferase para determinação da capacidade do 

sobrenadante de LL-Hsp65 em ativar a transcrição de NF-κB. 106 Células HEK293 (ATCC) 

foram cultivadas em placas de 24 poços por 24h em meio DMEM suplementado com 10% de 

soro fetal bovino. As células foram transfectadas utilizando polyethylenimine (PEI) com 1 µg 

de pcDNA3-TLR, cDNA correspondente ou vetor DNA (pcDNA3, Invitrogen) e 200ng de 

plasmídeo NF-κB-Luc contendo o gene sintético de vaga-lume luc2 sob controle de NF-κB 

control. Todas as células foram também transfectadas com 50ng do plasmídeos controle pRL-

TK contendo o gene luciferase de Renilla reniformis (hRluc) para normalizar a eficiência da 

transfecção. Após a transfecção, as células foram mantidas overnight em DMEM contendo 

1% de soro fetal bovino. No dia seguinte as células foram tratadas com os agonistas de TLR2 

e TLR4 (PAMCSK4 – 1µg/ml, LPS - 1µg/ml e Zymozan - 1µg/ml) ou com 100 µL do 

sobrenadante de cultura de L. lactis ou L. lactis-Hsp65 por 24 horas a 37°C/5%CO2. As 

células foram então tratadas com tampão de lise e após incubação do lisado com o substrato 

da luciferase, como determinado pelo protocolo do fabricante (Dual-Luciferase Reporter 

Assay System, Pomega), a atividade da luciferase foi quantificada em luminômetro 

(LumiCount, Packard) através da normalização da atividade de luc2 de acordo com o controle 

hRluc e os valores obtidos foram utilizados para comparar a transcrição de NF-κB em cada 

condição de estímulo. 

 

10. Avaliação da permeabilidade intestinal em camundongos NOD.  

Camundongos NOD ou BALB/c foram mantidos em jejum por 4h e então receberam 

gavagem de 200µl de solução de FITC-dextrano a 8mg/ml em PBS. Quatro horas mais tarde 

o soro foi coletado para dosagem da concentração do composto em cada amostra, baseando-

se na leitura de fluorescência e numa curva padrão, em espectrofotômetro a 520nm. 

 

11. Análise Estatística 

A análise estatística foi feita através do Teste t ou análise de variância (ANOVA) 

seguido de pós teste de Tukey para computar diferenças ente os grupos. As diferenças foram 

consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. Os resultados serão expressos 
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por meio da média ± SEM (erro padrão) e foram gerados a partir do software GraphPad 

Prism 5. 
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Os efeitos positivos obtidos 

experimental (Gomes-Santos 

investigar os componentes envolvidos e os 

desencadeados pelo tratamento

Supondo que a HSP65, 

inúmeros tipos celulares através de receptores da imunidade inata

estimulação in vitro com HSP65 em células 

verificamos que essa proteína

ativar a transcrição de NF-kB

PAM3CSk4. Essa ação estimuladora 

também em menor grau através

estarem influenciados por contaminação por LPS, ferve

fim de desnaturar a proteína e manter qualquer

células. Esse procedimento eliminou o efeito induzido somente por Hsp65, permitindo 

concluir que de fato o sobrenadante da cultua de 

o fator de transcrição NF-kB através da estimulação de receptores TLR2. 

Figura 4. Sobrenadante de LL
vitro. Células HEK293-TLR2 (barras brancas) ou HEK293
transfectadas com o plasmídeo 
µL de sobrenadante de LL-Hsp65

sobrenadante de L. lactis e 
determinação da atividade da luciferase
indicou a ativação de NF-kB. Estão indicados os valores de leituras em 
normalização com a razão entre a atividade de luciferase sobre os controles de transfecções.

  
  

obtidos na prevenção da EAE (Rezende et al.

 et al., 2014) suscitaram o interesse inicial 

investigar os componentes envolvidos e os possíveis mecanismos imunorreguladores 

desencadeados pelo tratamento com L.lactis produtor de Hsp65. 

 ao entrar em contato com a mucosa intestinal

inúmeros tipos celulares através de receptores da imunidade inata, avaliamos os efeitos da 

com HSP65 em células HEK e utilizando um ensaio de transfecção 

essa proteína, presente no sobrenadante da cultura de LL-

kB, em grau similar ao induzido por um outro ligante de TLR2

PAM3CSk4. Essa ação estimuladora da HSP65 em células HEK ocorreu

em menor grau através de TLR4 (Fig.4). Para eliminar a possibilidade dos resultados 

estarem influenciados por contaminação por LPS, fervemos o sobrenadante de LL

ar a proteína e manter qualquer traço de LPS) antes de aplicar n

células. Esse procedimento eliminou o efeito induzido somente por Hsp65, permitindo 

o sobrenadante da cultua de L. lactis produtor de Hsp65é capaz de ativar 

kB através da estimulação de receptores TLR2.  

Sobrenadante de LL-Hsp65 induz a expressão de NF-kB via TLR2 e TLR4 
TLR2 (barras brancas) ou HEK293-TLR4 (barras pretas) foram 

transfectadas com o plasmídeo NF-kB - reporter luciferase e foram estimuladas 
Hsp65, sobrenadante de LL-Hsp65 fervido (100ºC por 20 minutos)

e os controles positivos PCSK e LPS e Zymozan
determinação da atividade da luciferase foi determinada nos extratos celulares

B. Estão indicados os valores de leituras em luminômetro após a 
normalização com a razão entre a atividade de luciferase sobre os controles de transfecções.
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., 2012) e da colite 

interesse inicial deste trabalho em 

possíveis mecanismos imunorreguladores 

ao entrar em contato com a mucosa intestinal, poderia estimular 

liamos os efeitos da 

utilizando um ensaio de transfecção 

-Hsp65, é capaz de 

um outro ligante de TLR2, o 

ocorreu via TLR2, mas 

Para eliminar a possibilidade dos resultados 

mos o sobrenadante de LL-Hsp65 (a 

antes de aplicar na cultura de 

células. Esse procedimento eliminou o efeito induzido somente por Hsp65, permitindo 

produtor de Hsp65é capaz de ativar 

 

 

B via TLR2 e TLR4 in 
TLR4 (barras pretas) foram 

e foram estimuladas por 24h com 100 
(100ºC por 20 minutos), 

e Zymozan (1µg/µl). A 
foi determinada nos extratos celulares, e indiretamente 

luminômetro após a 
normalização com a razão entre a atividade de luciferase sobre os controles de transfecções. As 
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barras representam a média de dois experimentos constituídos de triplicatas + erro padrão. * 
indica p <0,05  comparado ao meio, e # indica p <0,05 comparado a HEK293-TLR2 utilizando-se 
ANOVA seguido de pós-teste de Tukey. 

 

 

A partir do comprovado efeito estimulador da HSP65 in vitro, iniciamos a 

caracterização das alterações induzidas pelo tratamento nas subpopulações celulares in vivo. 

A indução de células Treg é um dos mecanismos propostos para o fenômeno da tolerância 

oral e, um dos efeitos descritos para as Hsps é induzirem a expansão de Tregs. De fato 

verificamos que camundongos C57BL/6 tiveram um aumento da frequência de células T 

reguladoras CD4+Foxp3+ no baço e nos linfonodos mesentéricos e de CD4+LAP+ no baço dez 

dias após o término o tratamento oral com L. lactis produtor de HSP65 (Fig. 5). Esse 

momento (10 dias após o tratamento) é exatamente quando as condições inflamatórias são 

induzidas nos modelos experimentais de EAE e de colite ulcerativa.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Frequência de células Tregs após tratamento com LL-HSP65 em camundongos 
C57BL/6. Animais receberam por quatro dias seguidos LL-HSP65 administrado por via oral e 
após 4 ou 10 dias foram sacrificados para avaliação por citometria de fluxo da frequência de 
células CD4+Foxp3+ e CD4+LAP+ no baço e nos linfonodos mesentéricos. As barras representam 
a média ± erro padrão dos valores obtidos para cada camundongo do grupo. **(p< 0.01), *(p< 
0.05)  teste ANOVA e pós-teste Tukey  (n=4). 

 

 

Para tentarmos correlacionar a ativação via TLR2 com os efeitos imuno protetores do 

LL-HSP65, verificamos se o aumento na frequência de Tregs também se reproduziria em 

camundongos deficientes em TLR2. Mais uma vez, a interação das HSPs com células do 
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sistema imune via receptores do tipo toll se mostra importante, visto que em camundongos 

TLR2-/-, o tratamento com L.lactis-HSP65 não alterou a frequência de células T reguladoras 

LAP+ (expressando TGF−β de membrana associado ao peptídeo LAP) ou Foxp3 no baço e 

nos linfonodos mesentéricos (Fig. 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Frequência de células Tregs após tratamento com LL-HSP65 em camundongos 
C57BL/6 TLR2-/-. Os animais receberam, por quatro dias seguidos, LL-HSP65 administrado por 
via oral e, após 4 ou 10 dias, foram sacrificados para avaliação por citometria de fluxo da 
frequência de células CD4+Foxp3+ e CD4+LAP+ no baço e nos linfonodos mesentéricos. As 
barras representam a média ± erro padrão dos valores obtidos para cada camundongo do grupo. 
teste ANOVA e pós-teste Tukey  (n=4). 
 

 

No modelo experimental de EAE, concluímos que o efeito protetor do tratamento com 

LL-HSP65 foi dependente de células LAP+ visto que, após a sua depleção in vivo com 

anticorpos monoclonais anti-LAP, a inibição da autoimunidade não ocorreu (Rezende et al., 

2012). Apesar do reconhecido papel de linfócitos T CD4+LAP+, sabemos que outras células 

do sistema imune podem também exercer papel supressor. Visto que o nosso tratamento 

envolve mecanismo inatos, a via de mucosa e um componente com efeitos pleiotrópicos como 

a HSP65, avaliamos também se células T expressando TCR gama delta (γδ), que já foram 

descritas como importantes para o fenômeno da tolerância oral (Mengel et al., 1995; Fujihashi 

et al., 1999) e para o reconhecimento de heat shock proteins (Champagne, 2011) também 

poderiam participar do pool de células LAP+ com capacidade reguladora. De fato, verificamos 

que das células T γδ do baço, cerca de 5% expressavam LAP. Posteriormente, após uma 
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análise criteriosa de outros compartimentos linfóides, identificamos as placas de Peyer como 

o principal nicho desses linfócitos, onde elas estavam presentes em uma frequência cerca de 

cinco vezes maior (Fig. 7). Após essa descrição inicial, essa intrigante subpopulação de 

células γδ-LAP+ foi completamente caracterizada e, seus efeitos imunorreguladores agindo 

como uma célula apresentadora de antígenos capaz de induzir a expressão de Foxp3 em 

linfócitos T via MHC-II foram demonstrados tanto in vitro como in vivo no trabalho 

desenvolvido por Rezende e colaboradores e recentemente submetido para publicação 

(Rezende et al., 2014 - Anexo 2). 

 

 

Figura 7. Frequência de células T γδ γδ γδ γδ expressando LAP no baço, linfonodos inguinais e 
mesentéricos, lâmina própria e placas de Peyer do intestino de camundongos C57BL/6. Os 
animais foram sacrificados, os órgãos retirados e processados para isolamento de células e sua 
avaliação por citometria de fluxo. (A) Plots representativos de FACS do baço e placas de Peyer. 

(B) Frequência de células CD3+γδ+ LAP+  no baço, placas de Peyer,  linfonodos inguinais (LNI), 
linfonodos mesentéricos (LNM), lamina própria (LP) do intestino delgado e do cólon. As barras 
representam a média ± erro padrão dos valores obtidos de três experimentos com um pool de 4 
camundongos cada. Teste ANOVA e pós-teste Tukey.***p<0.001 
 

Entretanto, apesar da expansão de células reguladoras estar associado à modulação de 

doenças inflamatórias, um dos possíveis questionamentos sobre o valor clínico da tolerância 

induzida para Hsp65 é a possibilidade de tal efeito regulador gerar imunossupressão 

generalizada e, assim, aumentar a suscetibilidade do animal ou indivíduo tratado a infecções 

ou ao desenvolvimento de tumores. Para avaliar se o nosso tratamento seria seguro nesse 

sentido investigamos o efeito da administração de Lactococcus lactis produtor de HSP65 na 

infecção pela bactéria entérica Salmonella typhimurium. Para nossa surpresa, além de não 

aumentar a taxa de mortalidade dos animais após a infecção (Fig. 8), o tratamento com 

HSP65 reduziu a perda de peso (Fig. 9), preservou a integridade do intestino (Fig. 10), e 

aumentou a concentração sérica de anticorpos anti-Salmonella (Fig. 11). Esse intrigante 
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resultado suscitou um novo interesse no uso dessa metodologia no estudo de infecções e dos 

danos teciduais causados pela inflamação que acompanha as doenças infecciosas.  

 

 
Figura 8. Sobrevivência de camundongos C57BL/6 após desafio com Salmonella 

typhimurium. Os animais receberam por quatro dias seguidos LL-HSP65 administrado por via 

oral e, após 7 dias, foram desafiados com gavagem de 105CFU de Salmonella typhimurium. A 

mortalidade foi acompanhada e camundongos com perda de peso acima de 30% foram 

sacrificados  (n=9). 

 

Figura 9. Perda de peso após infecção com Salmonella typhimurium. Os animais receberam 

por quatro dias seguidos LL-HSP65 administrado por via oral e após 7 dias foram desafiados com 

105CFU de Salmonella typhimurium e o peso dos camundongos ao longo da infecção foi 

comparado em relação ao peso inicial. (n=6) 
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Figura 10. Índice inflamatório intestinal sete dias após desafio com 

Os animais receberam por quatro dias seguidos LL

dias, foram desafiados com 10

sacrificados e o íleo foi retirado para análise histol

inflamatório que é uma composição do cálculo da

infiltrado inflamatório. Letras diferentes indicam diferenças estatísticas entre os grupos.
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Índice inflamatório intestinal sete dias após desafio com Salmonella typhimurium

receberam por quatro dias seguidos LL-HSP65 administrado por via oral e

foram desafiados com 105CFU de Salmonella typhimurium. Sete 

sacrificados e o íleo foi retirado para análise histológica. As barras representam

é uma composição do cálculo da perda da arquitetura intestina

infiltrado inflamatório. Letras diferentes indicam diferenças estatísticas entre os grupos.
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Salmonella typhimurium. 

HSP65 administrado por via oral e, após 7 

dias depois, foram 

ógica. As barras representam o índice 

da da arquitetura intestinal e da presença de 

infiltrado inflamatório. Letras diferentes indicam diferenças estatísticas entre os grupos. (n=6). 



  
  
 

 

Figura 11. Resposta humoral sete dias após desafio com 

receberam por quatro dias seguidos LL

desafiados com 105CFU de Salmonella typhimurium

soro foi coletado para análise de 

representam a média ± erro padrão dos valores obtidos para cada camundongo do grupo. 
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Passamos a avaliar se o 

camundongos NOD, animais 
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transitório da frequência de Tregs que

 

 

 

 

 

 

 

 

  
  

 
. Resposta humoral sete dias após desafio com Salmonella typhimurium

receberam por quatro dias seguidos LL-HSP65 administrado por via oral e, 

Salmonella typhimurium . Sete dias depois, foram sacrificados e o 

soro foi coletado para análise de IgG específica anti-Salmonella por ELI

representam a média ± erro padrão dos valores obtidos para cada camundongo do grupo. 

 

a administração de LL-HSP65 por via oral se mostrou

em camundongos C57BL/6 que possuem mecanismos de

nção de tolerância preservados. Esse efeito parece se estender

inflamatórios induzidos por agentes infecciosos como a Salmonella typhimurium

a imunidade a esses agentes. 

Passamos a avaliar se o mesmo procedimento seria também bem sucedido 

 que naturalmente desenvolvem diabetes autoimune e possuem 

es no funcionamento do sistema imune. Apesar de também apresentarem 

células Treg no baço após o tratamento com 

cinética do aparecimento dessas células se mostra diferente entre a linhagem convencio

 NOD. Nos camundongos NOD, houve um

Tregs que, após dez dias, retornou ao nível basal
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Salmonella typhimurium. Os animais 

 após 7 dias, foram 

foram sacrificados e o 

por ELISA. As barras 

representam a média ± erro padrão dos valores obtidos para cada camundongo do grupo. (n=6) 

se mostrou capaz de atenuar 

que possuem mecanismos de geração e 

estender a processos 

Salmonella typhimurium, mas não 

também bem sucedido em 

desenvolvem diabetes autoimune e possuem 

Apesar de também apresentarem 

baço após o tratamento com L. lactis-HSP65, a 

se mostra diferente entre a linhagem convencional 

um aumento rápido e 

ao nível basal (Fig. 12).  
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Figura 12 . Frequência de células Tregs CD4+Foxp3+após tratamento com LL-HSP65 em 

camundongos NOD. Os animais receberam, por 4 dias seguidos, LL-HSP65 por via oral e, após 

4 ou 10 dias, foram sacrificados para avaliação por citometria de fluxo da frequência de células 

Treg (CD4+Foxp3+) no baço. As barras representam a média ± erro padrão dos valores obtidos 

para cada camundongo do grupo. * Indica diferença significativa no teste ANOVA e pós-teste 

Tukey (p< 0.05) (n=4). 

 

 

Visto que o L. lactis-HSP65 é capaz de aumentar a frequência de células Tregs em 

camundongos NOD, passamos então a avaliar o efeito desse tratamento oral na prevenção da 

diabetes autoimune. A primeira estratégia envolveu o uso de ciclofosfamida, um agente 

alquilante de DNA e que comprovadamente acelera o desenvolvimento da diabetes em 

camundongos NOD (Harada and Makino, 1984).  Essa estratégia é interessante já que 

naturalmente o quadro patológico demoraria cerca de 3 a 4 meses para se instalar. Tratamos 

os animais com L.lactis-HSP65 durante quatro dias por via oral e, após um intervalo de sete 

dias, a ciclofosfamida foi inoculada para desencadeamento da diabetes (protocolo nº1, Fig. 

2). A glicemia foi avaliada semanalmente como parâmetro do desenvolvimento da doença 

autoimune, visto que, com a destruição das células beta do pâncreas, há uma progressiva 

redução na produção de insulina e a perda da capacidade de regulação do índice glicêmico.  

O tratamento não foi capaz de impedir a elevação da taxa sanguínea de glicose e cerca de 

quinze dias após a indução, ambos os grupos apresentavam hiperglicemia (Fig. 13).  

Diante de achados da literatura demonstrando um efeito particular na eliminação das 

células T reguladoras pela ciclofosfamida, principalmente em camundongos NOD (Brode et 

al., 2006), entendemos que esse agente poderia interferir num possível efeito protetor da 

Hsp65. Passamos, então, a utilizar o modelo espontâneo de diabetes em NOD. 
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Figura 13. Glicemia após a injeção de ciclofosfamida em camundongos NOD tratados com 

LL-HSP65. Os animais receberam meio (controle) ou L.lactis-HSP65 (LL-HSP65) por via oral 

durante 4 dias consecutivos e, após 7 dias, receberam 2 doses de ciclofosfamida com intervalo de 

2 semanas entre elas. A glicemia foi medida semanalmente. (n=5). O protocolo de tratamento está 

esquematizado na figura 2. 

 

 Inicialmente, mantivemos o protocolo de um ciclo de tratamento (4 administrações 

seguidas) de L.lactis-Hsp65 (protocolo nº2, Fig. 2), mas, devido ao insucesso (Fig. 14) 

desse regime, testamos, a seguir, três ciclos com L.lactis-Hsp65 com intervalos de 3 

semanas entre os ciclos (protocolo nº3,Fig. 2).  

 

 

Figura 14. Incidência de diabetes em camundongos NOD tratados com um ciclo de LL-

HSP65. Os animais receberam meio (controle) ou L.lactis-HSP65 (LL-HSP65) por via oral 

durante 4 dias consecutivos e a glicemia foi medida semanalmente. (n=8). O protocolo de 

tratamento está esquematizado na figura 2. 
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Nesse terceiro protocolo de tratamento foi incluído um grupo tratado com L. lactis 

controle contendo o vetor utilizado no L.lactis recombinante, porém vazio (grupo LL). 

Sacrificamos parte dos animais na 12ª semana de vida e avaliamos a produção de citocinas 

in vitro após estímulo. O padrão de citocinas produzidas, IL-10 e IFN-γ, não se alterou 

(Fig. 15). Não houve alterações na incidência de diabetes quando os animais foram 

acompanhados até a 30ª semana de idade (Fig. 16A e B).  

 

 

Figura 15 . Produção de citocinas após estímulo in vitro de esplenócitos de camundongos 

NOD tratados com LL-HSP65. Os animais receberam três ciclos de tratamento com meio 

(controle), L. lactis (LL) ou L.lactis-HSP65 (LL-HSP65) por via oral. Na 12ª semana, os animais 

foram sacrificados e as células esplênicas incubadas por 48h a 37ºC com 10µg/ml de peptídeo da 

cadeia beta da insulina. Foram medidos, nos sobrenadantes de cultura, as concentrações de IL-10 

e IFN-γ por ELISA. As barras representam a média da concentração ± erro padrão de cada grupo. 

(n = 8). 

 

 

 

Figura 16. Incidência de diabetes em camundongos NOD tratados com três ciclos de LL-

HSP65. Os animais receberam três ciclos de meio (controle), LL-HSP65 ou LL (contendo o vetor 

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

o mesmo protocolo (A e B). O protocolo de tratamento está esquematizado na figura 2. 

 

Como o tratamento com L.lactis-HSP65 não foi suficiente para impedir o 

desenvolvimento da diabetes autoimune, levantamos a hipótese de que os camundongos NOD 

poderiam ser portadores de defeitos imunológicos também no tecido linfoide associado à 

mucosa intestinal. De fato, outros estudos na literatura relatam alterações funcionais de 

APCs, défict de Tregs e um quadro inflamatório na mucosa de animais e pacientes diabéticos 

(Alam et al., 2010; Badami et al., 2011; Malaisse et al., 2004; Vaarala, 2011). Decidimos, a 

partir dessa constatação, associar à nossa estratégia de tratamento a administração de uma 

outra bactéria recombinante capaz de secretar a citocina anti-inflamatória IL-10 (protocolo 

nº4, Fig.2). A administração oral de IL-10 já foi demonstrada como uma maneira eficiente de 

reforçar a indução de tolerância oral (Slavin et. al., 2001), e em condições em que o tecido 

linfoide associado à mucosa não se apresenta no seu estado normal de funcionamento, os 

efeitos reguladores dessa citocina poderiam ser benéficos. Entretanto, nem mesmo a co-

administração de L.lactis-HSP65 e L.lactis-IL-10 impediu a instalação do quadro diabético 

nos camundongos NOD (Fig. 17). 

 

 

 

Figura 17. Incidência de diabetes em camundongos NOD tratados com LL-IL-10 + LL-

HSP65. O grupo LL-IL-10+LL-Hsp65 recebeu de forma alternada três ciclos de LL-IL-10 e 3 

ciclos de LL-HSP65. O grupo LL-IL-10+ LL recebeu de forma alternada três ciclos de LL-IL-10 

e 3 ciclos de LL (contendo o vetor vazio) desde a quarta semana de vida. O grupo Controle 

recebeu apenas meio. A glicemia foi medida semanalmente (n=8).Cada ciclo equivale a 4 dias 

seguidos de tratamento por via oral. O protocolo de tratamento está esquematizado na figura 2.  
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Os achados experimentais dos estudos de administração oral de L.lactis-HSP65 nos 

modelos de EAE e colite ulcerativa mostravam que o mecanismo de proteção alcançado pelo 

LL-HSP65 se relacionam com o fenômeno da tolerância oral. Assim, diante desses sucessivos 

resultados negativos no modelo de diabetes espontânea, nossa hipótese principal era de uma 

falha importante nos mecanismos de indução de tolerância oral e de células Treg na mucosa 

intestinal dos camundongos NOD.  O próximo passo foi, então, investigar se esse processo 

fisiológico de incorporação antigênica (a tolerância oral) estaria preservado na linhagem de 

camundongos NOD. Em geral, todas as linhagens de camundongos selvagens e 

imunocompetentes até então testadas desenvolvem tolerância a antígenos previamente 

contatados pela mucosa intestinal quando utilizamos o protocolo de ingestão contínua (Faria 

et al., 2003). Para nossa surpresa, camundongos NOD se mostraram resistentes à indução de 

tolerância oral (identificada como supressão da produção de anticorpos séricos anti-OVA) e 

ambos os grupos de camundongos NOD produziram resposta imune similar (Fig. 18).  

 

 

Figura 18. Avaliação da indução de tolerância oral em camundongos NOD. Camundongos 

NOD ou BALB/c fêmeas receberam 20mg de solução contendo ovalbumina (grupo ova oral) ou 

apenas água (grupo água) por ingestão voluntária por 24 horas. Sete dias depois, os animais foram 

imunizados i.p. com OVA e hidróxido de alumínio – Al(OH)3. Quatorze dias depois, os 

camundongos receberam um booster de OVA solúvel. Os anticorpos IgG1 anti-Ova foram 

medidos por ELISA. As barras representam a media ± SEM de 5 animais por grupo. * indica 

diferença estatística entre os grupos, utilizando o teste T  (P < 0.05). 

Água Ova oral Água Ova oral
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5
_________

BALB/c

IgG1 anti-OVA

NOD

*

O
D

 4
92

nm



    Resultados 

     

 

67 
 

 

A partir dessa confirmação da falha na indução de tolerância oral nos camundongos 

NOD, o objetivo do nosso estudo passou a ser identificar e entender as possíveis alterações na 

fisiologia intestinal e funcionamento do tecido linfóide associado à mucosa nos camundongos 

NOD.  

A participação de células T reguladoras induzidas na periferia (iTregs) já foi 

demonstrada como um dos mecanismos para o estabelecimento da tolerância oral (Mucida et 

al., 2005; Curotto de Lafaille et al., 2008) e um possível defeito na geração desses linfócitos 

T sempre foi grande alvo de debate na literatura envolvendo doenças autoimunes, 

principalmente na diabetes tipo 1 . Sabe-se que células dendríticas CD11c+CD11b+CD103+ 

são capazes de produzir ácido retinóico e TGF-β, migram da lâmina própria do intestino 

delgado para os linfonodos mesentéricos onde induzem a diferenciação de células T CD4 

expressando Foxp3 a partir de linfócitos naive (Mucida et al., 2007; Coombes et al., 2007). 

Uma forma de reproduzir esse processo in vitro é isolando-se, por cell sorting, células 

dendríticas e células T naive de camundongos e, através de co-cultura das mesmas, avaliar a 

expressão do fator de transcrição Foxp3 nos linfócitos inicialmente negativos para tal. Visto 

que os camundongos NOD e NOR compartilham o mesmo haplótipo de MHC, pudemos 

realizar co-culturas utilizando diferentes combinações de DCs e células T naive, como 

esquematizado na figura 19. Entretanto, utilizando como estímulo DCs originadas da 

linhagem NOD ou NOR, não houve diferença na indução de Foxp3 nas células T naive de 

ambas as linhagens de camundongo (Fig. 19). 

 



    Resultados 

     

 

68 
 

 

Figura 19. Avaliação da capacidade de indução de Tregs por DCs de camundongos NOD. 

Células dendríticas (DCs - CD11b+CD103+) foram isoladas por cell sorting  como demonstrado 

na figura 20. Linfócitos T naive (CD4+CD25-CD62LhiCD44lo) foram isolados por cell sorting 

conforme demonstrado na figura 3C. DCs de camundongos NOD e NOR foram cultivadas com 

células T naive  de camundongos NOD e NOR em combinações alternadas na presença de 

estimulação por anticorpos monoclonais anti-CD3ε. Setenta e duas horas depois, as células foram 

analisadas por citometria de fluxo para avaliação da frequência de células T CD4+ expressando o 

fator de transcrição Foxp3. Os dot plots e as frequências de células CD4+Foxp3+ acima 

representam o resultado de um experimento com um pool de 7 animais.. 

 

Entretanto, apesar de não ter havido diferença na capacidade de indução de Tregs por 

DCs de camundongos NOD e NOR, quando analisados os perfis celulares obtidos durante o 

procedimento de separação das células dos linfonodos mesentéricos desses animais, nota-se 

uma menor frequência de células CD11c+CD11b+CD103+ em camundongos NOD quando 

comparados com os camundongos NOR (Fig 20).  
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Figura 20. Frequência de DCs CD11b+CD103+ obtidas durante a separação celular (cell 

sorting) nos linfonodos mesentéricos de camundongos NOR e NOD utilizando-se a expressão 

das moléculas de MHCII, CD11c, CD11b e CD103. Células dendríticas (DCs) foram 

selecionadas obtendo-se a população CD11c+MHC-II hiCD11b+CD103+.. Um canal de 

fluorescência foi utilizado para exclusão de linfócitos B e linfócitos T (CD19/TCRαβ/TCRγδ), e 

através dos marcadores MHCII, CD11c, CD11b e CD103 foram selecionadas as DCs do subtipo 

2 (CD11b+CD103+), seguindo a classificação esquemática  adotada neste trabalho. Os gráficos 

representam os perfis celulares obtidos pelo programa Diva (BD) durante a separação de DCs dos 

linfonodos mesentéricos. Foi utilizado um pool de 7 camundongos de cada uma das linhagens 

(NOD e  NOR). Em vermelho encontra-se a frequência de DCs CD11b+CD103+ em cada amostra. 

 

Avaliamos em seguida a permeabilidade intestinal nesses animais em período anterior ao 

acometimento pela diabetes, uma vez que em muitas doenças inflamatórias do intestino, 

ocorre um aumento da translocação microbiana e antigênica. Entretanto, não houve diferença 

na concentração do composto conjugado FITC-dextrano no soro de camundongos NOD e 

BALB/c quatro horas após a administração intragástrica deste (Fig. 21). Isto sugere que a 

permeabilidade intestinal, medida por esse método, não está alterada na linhagem NOD na 

idade de seis semanas.  
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Figura 21. Avaliação da permeabilidade intestinal em camundongos NOD. Camundongos 

NOD ou BALB/c receberam gavagem de 200µl de solução de FITC-dextrano a 8mg/ml em PBS. 

Quatro horas mais tarde, o soro foi coletado para dosagem, em espectrofotômetro, da 

concentração do composto em cada amostra, baseando-se numa curva padrão. As barras indicam 

a média ± SEM de 5 animais por grupo. 

 

Partimos então para a caracterização das subpopulações de células apresentadoras de 

antígenos (APCs), linfócitos Th1, Th17 e Treg na lâmina própria da mucosa intestinal e nos 

linfonodos mesentéricos e pancreáticos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Contagem total de células extraídas em camundongos NOD e NOR. Os linfonodos 

mesentéricos (LNM) e intestinos foram removidos e após processamento as células foram 

extraídas e contadas. As barras representam a media ± SEM do número total de leucócitos viáveis 

por animal obtidos em três experimentos (6 semanas) e quatro experimentos (15 a 18 semanas) 

distintos compostos por um pool de 4 animais em cada.*indica diferença estatística p<0.05 

utilizando-se teste t. 
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Observamos um aumento evidente do número de células totais presentes tanto no cólon, 

quanto no intestino delgado de camundongos NOD com relação aos camundongos NOR na 

idade de 15 a 18 semanas (Fig. 22). Nessa idade, os camundongos NOD já apresentam 

insulite e alguns animais têm a glicemia elevada  

Camundongos NOD de 15 a 18 semanas apresentaram discreta redução na frequência 

de células T CD4+ Foxp3+ nos linfonodos mesentéricos e pancreáticos assim como na lâmina 

própria do intestino. Esses animais apresentaram ainda maior frequência de linfócitos CD4 

produzindo IL-17 (Th17) quando comparados aos camundongos NOR de idade 

correspondente (Fig. 23). Porém, somente quando as análises foram ajustadas quanto ao 

número absoluto de células, o aumento de linfócitos Th17 se torna significativo. Desse modo, 

camundongos NOD pré-diabéticos mostraram aumento no número de linfócitos Th17 nos 

linfonodos pancreáticos. Já na lâmina própria do intestino delgado e do cólon e nos 

linfonodos mesentéricos só há aumento do número absoluto de células Th17 em 

camundongos NOD diabéticos (Fig 24).  
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Figura 23. Frequência de células Treg, Th1 e Th17 nos linfonodos e lâmina própria do 

intestino.em camundongos NOD e NOR Dot Plots representativos da frequência de células 

Treg (CD4+ foxp3+), Th1 (CD4+ IFN-g+)  e Th17 (CD4+ IL-17+) nos linfonodos mesentéricos, 

pancreáticos e na lâmina própria do intestino delgado e do cólon. Cada plot representa um pool de 

células de 4 camundongos NOD diabéticos ou  4 camundongos NOR controle avaliados por 

citometria de fluxo. As análises foram realizadas no programa FlowJo (TreeStar), de acordo com 

a estratégia de análise exemplificada na Figura 3B. 
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Figura 24. Número absoluto de células Th17 nos linfonodos e na lâmina própria do intestino 

em camundongos NOD e NOR. A frequência de células T CD4+ produtoras de IL-17 e a 

contagem total de células foram utilizadas para se determinar o número absoluto células Th17 em 

cada órgão em diferentes estágios da evolução de diabetes: pré-insulite (6 semanas), pré-

diabéticos (15 semanas e sem glicemia elevada) e diabéticos (15 a 18 semanas e com alta 

glicemia). As barras representam a média ± SEM do número total de células T CD4+IL-17+ de 2 

experimentos consistindo de um pool de 4 animais cada (pré-diabéticos e diabéticos) e de 3 

experimentos constituídos de um pool de 3 animais cada(pré-insulite). 
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Também observamos um aumento no número de células produtoras de IFN-γ (Th1) na 

lâmina própria do intestino delgado de camundongos NOD que já apresentam hiperglicemia 

(Fig 25). 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Número de células Th1na lâmina própria do intestino delgado de camundongos 

NOD e NOR. A frequência de células T CD4+ produtoras de IFN-γ e a contagem de células foram 

utilizadas para se determinar o número absoluto de células Th1 na lâmina própria do intestino 

delgado em animais pré-insulite (6 semanas), pré-diabéticos (15 semanas e sem glicemia elevada) e 

diabéticos (15 a 18 semanas e com alta glicemia). As barras representam a média ± SEM do 

número total de células T CD4+IL-IFN-γ+ de 2 experimentos consistindo de um pool de 4 animais 

cada (pré-diabéticos e diabéticos) e de 3 experimentos constituídos de um pool de 3 animais cada 

(pré-insulite).) 

 

A presença de um estado pró-inflamatório e a perda do equilíbrio entre ativação e 

regulação nos camundongos NOD podem ser constatadas mais claramente quando os 

resultados são dispostos em relação proporcional (ratio) entre células Treg e células Th17. 

Essa razão estava alterada em todos os órgãos analisados nos linfonodos pancreáticos de 

camundongos NOD diabéticos e pré-diabéticos (Fig. 26). 
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Figura 26. Proporção entre células Treg e Th17 nos linfonodos mesentéricos e 

pancreáticos e na lâmina própria do intestino de camundongos NOR e NOD. Após a 

determinação dos números absolutos de células CD4 Foxp3+ e Th17, foi calculada a razão entre 

as mesmas e os valores obtidos foram indicados de acordo com os órgãos e o estágio de 

evolução da doença. As barras representam a média ± SEM das razões Treg/Th17. 

 

Sabendo-se que as células apresentadoras de antígenos (APCs) são cruciais na definição 

da polarização da resposta imune e participam da diferenciação de linfócitos para células 

Th1, Th17 e Treg, avaliamos a composição de macrófagos e células dendríticas de acordo 

com as mais recentes estratégias de caracterização fenotípica. A figura 27 mostra as 

subpopulações de APCs predominantes na mucosa intestinal e as expressões fenotípicas 

correspondentes. A figura 28 lista as características já descritas para cada uma dessas APCs. 

Como esperado, na lâmina própria do intestino predominam macrófagos (F4/80hiCD11c-/lo) 

enquanto que, nos linfonodos mesentéricos, as células dendríticas são preponderantes (F4/80-

/loCD11c+) (Fig. 29 e 30). Usando o perfil de camundongos NOR como controle, observamos 

que houve redução da frequência de macrófagos tanto no cólon quanto no intestino delgado 

de camundongos NOD pouco antes da manifestação clínica da diabetes (Fig. 29). Por outro 

lado, nos linfonodos mesentéricos e pancreáticos de animais diabéticos, houve uma alteração 
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na composição de células dendríticas com uma aumento na representação do subtipo # 1 

(CD11b+CD103-) e uma redução no subtipo # 2 (CD11b+CD103+) (Fig. 30).  

 

 

 

 

Figura 27 . Populações de macrófagos e células dendríticas determinadas através de 

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

Gráfico representativo de uma amostra de células da lâmina própria do cólon. Em destaque as 

distintas subpopulações de APCs definidas neste trabalho como macrófagos e DCs subtipos 1,2 e 

3. A amostra foi analisada conforme estratégia demonstrada na figura 3A e as subpopulações de 

APCs obtidas foram plotadas em um gráfico demonstrando a expressão das moléculas F4/80 e 

CD103. Macrófagos residentes são ainda CX3CR1hi e CD64+. Essas moléculas não foram 

marcadas neste estudo. 
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Figura 28 . Quadro esquemático com características das células apresentadoras de antígeno 

da lâmina própria de camundongos. As informações aqui contidas foram sistematizadas a partir 

da análise dos estudos mais recentes dos grupos de Brian Kelsall e de Alan Mowat. Esses 

pesquisadores avaliaram características fenotípicas, morfológicas, moleculares e funcionais das 

APCs na lâmina própria de camundongos e fizeram também revisões detalhadas da literatura sobre 

o tema (Rivollier et al., 2012; Persson et al., 2013; Cerovic et al., 2013) . (?) indica que não há 

dados conclusivos na literatura. Os termos subtipos 1, 2 e 3 foram utilizados neste trabalho apenas 

para simplificar a nomenclatura.  
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Figura 29. Proporção entre as células apresentadoras de antígenos (APCs) na lâmina 

própria do intestino de camundongos NOR e NOD pré-diabéticos. Após a identificação de 

cada subtipo de célula dendrítica (DC) e de macrófago, os valores foram inseridos em forma de 

gráfico para avaliar possíveis alterações nessas populações entre camundongos NOR e NOD. A 

proporção de macrófagos dentre as células CD19-TCR-MHC-IIhi está demonstrada no eixo y à 

esquerda, enquanto que as proporções de cada subtipo de DC dentre as células CD19-TCR-MHC-

IIhiCD11chi estão demonstrada no eixo y à direita. Os resultados apresentados representam um 

pool de 4 camundongos em cada grupo. 
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Figura 30. Proporção entre as células apresentadoras de antígenos (APCs) nos linfonodos 

mesentéricos e pancreáticos de camundongos NOR e NOD diabéticos. Após a identificação de 

cada subtipo de célula dendrítica e de macrófago, os valores foram inseridos em forma de gráfico 

para avaliar possíveis alterações entre camundongos NOR e NOD. As proporções de cada tipo de 

APC dentre as células CD19-TCR-MHC-II hi estão demonstradas. As barras representam  pools de 

4 camundongos em cada grupo.: 
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Sabemos que cada uma dessas subpopulações de APCs está envolvida em atividades 

especializadas no sistema imune, particularmente na mucosa intestinal. Portanto, na tentativa 

de relacionar as alterações proporcionais de células Th17 e Tregs e a atividade das células 

apresentadoras de antígenos, quantificamos a expressão gênica, por PCR quantitativo, de 

citocinas envolvidas nesse processo de diferenciação e essenciais para a atividade imune no 

intestino.  Verificamos que camundongos NOD apresentaram menor expressão de IL-10 já na 

fase pré-insulite e mantiveram esse nível menor na fase pré-diabética. Houve aumento de 

expressão de IL-6 e IL-12 no intestino delgado de camundongos NOD pré-diabéticos e de IL-

12 tanto em camundongos NOD pré-insulite e pré-diabéticos quando comparados com 

camundongos controle NOR (Fig. 31). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Quantificação da expressão de citocinas no intestino de camundongos NOD e 

NOR. O RNA de amostras de tecido do intestino delgado e do cólon de 9 camundongos NOR e 9 

camundongos NOD na fase pré-insulite e pré-diabetes foi purificado. Após a obtenção de cDNA e 

amplificação dos genes de citocinas com primers pelo método TaqMan, foi detectada a expressão 
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gênica das citocinas IL-6, IL-10, IL-12. As barras representam a média da expressão relativa de 

cada gene avaliada em relação a amplificação do controle endógeno GAPDH.  
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Discussão 

Para que uma rede biológica tão diversa de células, mecanismos de ativação e vias 

efetoras atue de forma coordenada e em equilíbrio com seus próprios componentes e ainda se 

adapte aos estímulos externos são precisos refinados mecanismos internos de comunicação 

celular e molecular. Esse é o caso do sistema imune, e cada vez mais tentamos entender as 

vias intrínsecas de regulação de sua atividade. 

Um dos eventos biológicos que desafia essa capacidade adaptativa do sistema imune é a 

inflamação, seja ela causada por processos de desenvolvimento e remodelamento tecidual, 

respostas imunes a infecções ou em sítios de contínua estimulação antigênica e microbiana, 

como o intestino. Nesses casos, se acentuam processos como produção e secreção de 

quimiocinas e citocinas, vias de sinalização da imunidade inata, alterações no endotélio 

vascular, apresentação de antígenos, ativação, diferenciação, migração e proliferação celular. 

Esses processos normalmente são desencadeados de acordo com uma cinética adequada de 

estímulo e regulação. Mas, em situações de infecções crônicas, ou devido a falhas nos 

processos de indução de tolerância central ou periférica, como doenças autoimunes e 

alérgicas, a capacidade de regular os mecanismos inflamatórios se mostra comprometida 

podendo causar dano tecidual e importantes sequelas ao organismo. 

Nosso grupo de pesquisa há muito tempo tem investido em reforçar e explorar esses 

mecanismos de controle inflamatório e incorporação fisiológica de antígenos, como é o caso 

da tolerância oral. Esse fenômeno constitui uma forma eficaz e duradoura de expandir ou 

reforçar a tolerância imunológica e é comprovadamente capaz de impedir a instalação de 

doenças inflamatórias. Com o intuito de potencializar os efeitos da tolerância oral em 

situações em que os agentes desencadeadores de inflamação são indefinidos ou múltiplos, 

passamos a utilizar a proteína bacteriana Hsp65 que é homóloga a um antígeno de mamíferos 

ubiquamente expresso em sítios inflamatórios (Hsp60) e que possui profundo impacto na 

atividade imunológica.  

Os estudos pioneiros do nosso grupo de pesquisa utilizando a bactéria Lactococcus 

lactis modificada para produzir e secretar a proteína de choque térmico de 65 kd (de Azevedo 

et al., 2012) envolveram os modelos experimentais de encefalomielite (EAE) (Rezende et al., 

2012) e colite ulcerativa (Gomes-Santos et al., 2014). Ambos os modelos possuem um 

importante componente inflamatório, autoimune, comprovado envolvimento da microbiota e 

da atividade imunológica na mucosa intestinal e de fato a administração oral de LL-HSP65 

nessas condições patológicas se mostrou uma promissora estratégia de imunorregulação. 
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 Entretanto, devido aos múltiplos papéis descritos das Hsps sobre a atividade 

imunológica, buscamos, a partir deste trabalho, melhor esclarecer os mecanismos 

responsáveis pelo seu efeito e determinar o envolvimento de subpopulações linfocitárias e de 

receptores da imunidade inata no efeito imunomodulador do tratamento oral com LL-Hsp65. 

Uma das formas de interação das Hsps com o sistema imune é através de receptores do tipo 

toll (TLR) e muitos trabalhos já demonstraram a ação de Hsp60 por essa via de 

reconhecimento e sinalização inata. Essa família de proteínas estruturalmente relacionadas e 

envolvidas com o reconhecimento de padrões moleculares é tipicamente relacionada à 

resposta imune contra patógenos e à consequente proteção do hospedeiro. Entretanto, apesar 

de seu comprovado papel no reconhecimento de diversos ligantes microbianos e da ativação 

de diferentes cascatas de sinalização intracelular que levam a respostas inflamatórias e 

contribuem para eliminação de patógenos (Akira e Takeda, 2004), esses receptores podem 

também estar associados a mecanismos endógenos de ativação do sistema imune.  

Os resultados apresentados na figura 4 deste trabalho confirmam a capacidade do 

produto da bactéria LL-Hsp65 em estimular via receptores TLR2 e TLR4 levando à ativação 

da transcrição de NFκB. A verificação de que até 72h após o tratamento oral são encontradas 

LL-Hsp65 viáveis no intestino delgado e cólon de camundongos (Rezende et al., 2012) e a 

confirmação do efeito agonista do Hsp65 principalmente em TLR2 permite inferir que o 

tratamento oral com LL-HSP65 potencialmente pode desencadear sinais em células 

expressando TLR2 na mucosa intestinal. Esse é o caso de enterócitos, colonócitos, células 

dendríticas, macrófagos, linfócitos B, células T e ainda outros tipos celulares amplamente 

distribuídos na lâmina própria do intestino e nos folículos linfoides isolados.  

Neste trabalho, verificamos especificamente que o tratamento oral com LL-Hsp65 induz 

um aumento de células T reguladoras dependente da presença de receptores TLR2 (Figs. 5 e 

6). Em acordo com os resultados mostrando o envolvimento de TLR2 para os efeitos de LL-

Hsp65 (Fig.4 a 6), a presença dessa via de sinalização foi necessária para a manutenção dos 

níveis normais de IL-10 e da integridade intestinal relacionados à prevenção de colite por 

DSS nos camundongos tratados com LL-Hsp65 (Gomes-Santos et al., 2014). 

Dados da literatura também mostram que efeitos da ativação via TLR2 potencializa a 

atividade supressora de linfócitos T CD4+CD25high humanos  e estimula a proliferação de 

células T reguladoras (Foxp3+) in vitro, bem como sua sobrevivência sem afetar a capacidade 

supressora dessas células. Os efeitos co-estimuladores de Hsp60 em Tregs via TLR2 foram 

relacionados ao aumento de PKC, quinase PI-3 e p38 e são potencializados pela inibição de 
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ERK (Zanin-Zhorov et al., 2006). Esse poderia ser um dos mecanismos de proteção 

alcançados pelo LL-Hsp65 nos modelos de colite e EAE. Entretanto, alguns estudos 

demonstraram que a Hsp60 poderia também maneiras afetar a atividade de células T efetoras 

pela ligação a TLR2 de outras maneiras: a) inibindo a migração e a entrada em sítios 

inflamados; b) reduzindo a expressão de fatores de transcrição como o T-bet, NF-κB e NFAT; 

c) induzindo redução da liberação de TNF-α e IFN-γ e aumento da produção de IL-10 (Zanin-

Zhorov et al., 2003, 2005). De fato, observamos um menor infiltrado inflamatório no sistema 

nervoso central de animais tratados com LL-Hsp65 após a indução de EAE (Rezende et al., 

2012). 

Contudo, não podemos eliminar a hipótese de que o aumento observado na frequência 

de células CD4 LAP+ e CD4+Foxp3+ poderia ser um efeito secundário da ação do Hsp65 

sobre células dendríticas, macrófagos e até mesmo sobre o epitélio intestinal.  

Sabemos que o microambiente da mucosa intestinal possui características únicas que 

permitem que vários subtipos celulares adquiram características distintas e especializadas. 

Macrófagos presentes no cólon, por exemplo, expressam uniformemente TLR2. No entanto, 

essas células normalmente não ativam respostas inflamatórias, mesmo estando diretamente 

em contato com inúmeros estímulos microbianos (Bain e Mowat, 2011). Parece haver, nessas 

células, algum bloqueio na sinalização posterior à sinalização via TLRs que resulta na falha 

em translocar NF-kB para o núcleo ou a pelo impedimento desse fator de transcrição em se 

ligar ao DNA e ativar a transcrição gênica. Esse bloqueio se relaciona a uma reduzida 

expressão de moléculas sinalizadoras como MyD88, IRAK e TRAF6 e a expressão 

constitutiva do inibidor IκBα (Smythies et al., 2010). Os macrófagos na mucosa expressam 

receptores inibitórios como CD172a (SIRPa), CD200R1 e receptores para as citocinas IL-10 e 

TGF-β que são conhecidas como os principais fatores responsáveis por esse estado refratário 

dos fagócitos residentes (Smith et al., 2010; Smythies et al., 2005). Como já discutido, essas 

células são consideradas importantes para a diferenciação final e manutenção de Tregs na 

lâmina própria devido à sua produção constitutiva de IL-10 (Murai et al., 2009; Hadis et al., 

2011). 

Com relação às células epiteliais do intestino, a ativação de NFκB resulta na produção 

de fatores como TSLP (Thymic Stromal Lymphopoietin), que pode inibir a produção de IL-12 

por DCs e favorecer que essas células contribuam para a diferenciação de Th2 e Treg em 

detrimento de Th1 (Rimoldi et al., 2005). A produção de TGF-β e ácido retinóico pelas 
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células epiteliais, do mesmo modo, pode favorecer o desenvolvimento de DCs CD103+ 

capazes de induzir Tregs (Peterson e Artis, 2014) 

Portanto, apesar de verificarmos o efeito de expansão de Tregs, não podemos ainda 

determinar todos os tipos celulares afetados pelo tratamento com LL-HSP65 nem de que 

forma a interação de HSP65 via TLR2 poderia interferir nas vias de sinalização e ativação 

particulares dessas células adaptadas ao microambiente diferenciado do intestino.  

Mesmo tendo observado que há aumento de células T CD4+LAP+ após tratamento oral 

com LL-Hsp65, e que a eliminação de células expressando LAP abole o efeito protetor no 

modelo experimental de EAE (Rezende et al., 2012), não descartamos a possibilidade de 

outros tipos celulares expressando LAP participarem desse efeito imunorregulador. 

As células T gamma-delta (γδ) são consideradas a primeira linha de defesa contra 

patógenos devido a sua maior presença em tecidos epiteliais e no intestino e por responderem 

a sinais via TLR, e via TCR de forma independente de MHC (Vantourout e Hayday 2013; 

Wesch et al., 2011). Entretanto, funções imunorreguladoras já foram descritas para essas 

células. Camundongos deficientes em linfócitos T γδ desenvolvem colite espontaneamente e a 

transferência de linfócitos γδ intraepiteliais melhora a patologia nesse modelo (Inagaki-Ohara 

et al., 2004). Além disso, a indução de tolerância oral é comprometida pela ausência de 

células T γδ (Mengel et al., 1995; Fujihashi et al., 1999). As heat shock proteins (HSPs) tem 

sido descritas também como ligantes importantes do TCRγδ, sendo que essa ligação pode 

ocorrer sem a necessidade de processamento por APCs (Champagne, 2011). 

Inicialmente encontramos uma pequena frequência de células T γδ expressando LAP no 

baço de camundongos C57BL/6 (Fig.7). Após uma análise criteriosa de outros 

compartimentos linfóides, identificamos as placas de Peyer como o principal sítio ocupado 

por esses linfócitos, onde elas representam cerca de 30% de todas as células T γδ (Fig. 7). 

Posteriormente, os efeitos supressores dessa subpopulação de linfócitos T γδ+LAP+ foram 

demonstrados e os resultados foram recentemente submetidos para publicação (Rezende et al., 

2014 - Anexo 4). Ainda não foi possível avaliar se essa população de linfócitos exerce papel 

no efeito imunorregulador de LL-Hsp65, assim com as células T CD4+LAP+. 

`Apesar do efeito positivo observado pelo uso de L. lactis produtor de Hsp65, qualquer 

abordagem terapêutica que acentua a ação de células reguladoras e reduz a produção de 

resposta inflamatória deve também se mostrar segura quanto a não induzir imunossupressão e 

déficit na imunidade anti-infecciosa. Esse parece não ser o caso do nosso modelo, uma vez 

que os camundongos tratados não apresentaram nenhum defeito na sua capacidade de limitar 
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a infecção bacteriana por Salmonella. O Hsp65 parece ter mantido a produção de anticorpos 

específicos, mas, ao mesmo tempo potencializou mecanismos de controle da inflamação e de 

dano tecidual como pode ser observado pela redução dos eventos inflamatórios na mucosa 

intestinal dos camundongos infectados e previamente tratados com LL-HSP65 (Figs. 8 a 11). 

Nossos resultados nos remetem a um aspecto da relação parasito-hospedeiro foi discutido 

interessantemente por Schneider e Medzhitov. Esses autores propõem que tolerar uma 

infecção, e não só resistir a um patógeno, pode ser uma forma evolutivamente vantajosa de 

limitar a destruição causada pela inflamação e resposta imune exacerbada (Schneider e Ayres, 

2008; Medzhitov et al., 2012).  Entretanto, existe também a possibilidade do LL-HSP65 

mediar um efeito protetor diretamente por indução de peptídeos antimicrobianos pelo epitélio 

e pela ação de ILCs (Innate Lymphoid Cells) produtoras de IL-22 que possuem reconhecido 

papel na proteção contra patógenos intestinais. Outra possibilidade é a interferência na 

capacidade migratória ou no perfil de ativação das APCs que poderiam limitar a perpetuação 

inflamatória.  Entretanto, um efeito unicamente inato gerado pelo Hsp65 ou de competição 

pela bactéria L. lactis parece não ser o caso, visto que os animais foram desafiados com 

Salmonella somente sete dias após o tratamento oral. Assim, o intervalo prolongado elimina 

os efeitos diretos do L.lactis (que somente persiste no intestino por 48-72 horas) e torna uma 

ação direta de estimulação de células do tecido linfoide associado à mucosa intestinal (GALT) 

mais provável. Esse probiótico pode ter mediado ainda um efeito adjuvante na resposta imune 

anti-infecciosa visto que o grupo LL-Hsp65 foi capaz de gerar uma resposta humoral mais 

robusta (Fig. 11). A ação do Lactococcus lactis NCDO2118 como um probiótico que potencia 

os efeitos supressores da tolerância oral induzida por uma proteína foi recentemente descrita 

por Mercadante e colaboradores no modelo de doença enxerto-versus-hospedeiro (GVHD) 

(Mercadante et al., 2014). Nesse trabalho, os autores mostraram que a associação de L.lactis 

com antígenos alogênicos (derivados de células esplênicas) por via oral nos doadores de 

células foi capaz de inibir a reação de GVH em camundongos. Esse efeito foi mediado por 

células B LAP+ e dependente da citocina IL-10 sugerindo um papel importante dos linfócitos 

B nas propriedades imunomoduladoras do L.lactis. O papel imunorregulador do LL-HSP65 

no contexto da infecção está sendo avaliado atualmente em modelo de infecção por 

Leishmania major, onde parte da resposta patológica e do dano tecidual é também creditada 

ao sistema imune.  

Os resultados obtidos pelo tratamento oral com L. lactis produtor de Hsp65 indicam a 

possibilidade de se reduzir contextos inflamatórios e proteger o organismo da atividade 

autoimune. Nos trabalhos anteriores do nosso grupo, utilizamos o tratamento com L.lactis 
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produtor de Hsp65 previamente à indução de modelos experimentais de doenças inflamatórias 

agudas ou crônicas: a) a administração oral de DSS - para a indução de colite experimental 

em camundongos C57BL/6 (Gomes-Santos et al., 2014); b) a imunização com os peptídeos 

35-55 da proteína MOG (myelin olygodendrocite protein) e injeção da toxina pertussis - para 

a indução de EAE (Rezende et al., 2013). Nesses experimentos, as vias de imunorregulação e 

provavelmente de tolerância oral já estavam estabelecidas quando o desafio inflamatório 

ocorreu (a indução da doença). Neste estudo, partimos para a avaliação do efeito do 

tratamento com LL-Hsp65 num modelo de doença autoimune de origem espontânea que é a 

diabetes tipo 1 em camundongos NOD.  

Algumas intervenções visando restaurar a imunorregulação no contexto da diabetes já 

foram desenvolvidas em camundongos NOD e também testadas clinicamente. Dentre elas, 

destacam-se os ensaios envolvendo as Hsps, como a administração do peptídeo DiaPep277 da 

Hsp60 (Elias et al., 1997; Schloot  e Cohen, 2013).  

A Hsp60 já foi descrita como um antígeno envolvido na diabetes, porém acredita-se não 

se tratar de um auto-antígeno primário na patogênese e sim envolvido com a regulação da 

insulite (Birk et al., 1996; Van Halteren et al., 2000).  

Dessa forma, a perspectiva de se utilizar o fenômeno da tolerância oral associado ao 

potencial imunorregulador da Hsp65 para suprimir a ativação dos mecanismos envolvidos na 

patogênese da diabetes autoimune se mostrou como uma ideia promissora. No presente 

estudo, entretanto, a administração oral de LL-Hsp65, seja em dose única ou tripla ou ainda 

associada à administração de L. lactis produtor de IL-10 não foi suficiente para impedir o 

desenvolvimento da diabetes espontânea em camundongos NOD (Figs. 14, 16 e 17). 

Outros grupos demonstraram a supressão da diabetes em camundongos NOD pela 

estratégia da tolerância oral, mas apenas o uso de peptídeos antigênicos (Gong et al., 2010) ou 

a administração neonatal de insulina pela via oral foram efetivos (Maron et al., 2001). Uma 

abordagem recente de indução de tolerância oral em camundongos NOD utilizou a bactéria 

Lactococcus lactis recombinante que liberava antígenos diretamente na mucosa intestinal. 

Peptídeos da gliadina produzidos pelo L. lactis foram capazes de suprimir respostas sistêmicas 

de células T efetoras específicas para essa proteína nos camundongos NOD ABoDq8 

transgênicos, utilizados como modelo de doença celíaca (Huibregtse et al.,, 2009). Entretanto, 

esses animais foram gerados para produzir uma linhagem transgênica com o repertório de 

células T modificado e não há correlação com uma melhora no desenvolvimento de diabetes 

(Gong et al., 2010). Outro estudo de indução de tolerância no camundongo NOD utilizando L. 

lactis recombinante para produzir insulina suprimiu a doença, mas, nesse caso, além do 
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antígeno específico, foram coadministrados, pela via oral, anti-CD3 e IL-10, que 

potencializaram o efeito modulador do tratamento (Takiishi et al., 2012). Sabemos que 

peptídeos da Hsp65 também possuem atividade no sistema imune, mas a citocina IL-10 deve 

estar intacta para exercer seu efeito anti-inflamatório (Slavin et al., 2001). No nosso estudo, a 

degradação gastrointestinal pode ter limitado um possível efeito potencializador do tratamento 

no nosso protocolo de administração conjunta de IL-10 e Hsp65 via L. lactis. Outra 

possibilidade é que a dose utilizada (secretada espontaneamente pelo L.lactis produtor de IL-

10) não tenha sido suficiente para o efeito adjuvante desejado. 

Como já discutido anteriormente, a administração oral de proteínas é capaz de impedir a 

geração de resposta imune humoral elevada a esse mesmo antígeno após a imunização. A 

tolerância oral induzida por ingestão voluntária de antígeno teve efeito mesmo em animais 

velhos ou deficientes em IL-10 que possuem reconhecidamente alterações importantes na 

homeostase intestinal (Santiago et al., 2010; Gomes-Santos et al., 2011). Entretanto, 

verificamos nesse trabalho que a capacidade de indução de tolerância oral, mesmo utilizando 

o protocolo de ingestão contínua de antígeno (no nosso caso, a ovalbumina diluída em água) 

em camundongos NOD estava comprometida (Fig. 18). Nossos dados estão de acordo com os 

resultados de um trabalho recente que descreve o impedimento de camundongos NOD em 

estabelecer tolerância oral utilizando um modelo de administração de peptídeos acoplados a 

CTB (subunidade b da toxina colérica). Os autores mostram uma redução da resposta imune 

específica a antígenos administrados em camundongos resistentes à diabetes (NOR), mas não 

em camundongos NOD (Presa et al., 2013). 

Portanto, tornou-se importante avaliar a preservação de mecanismos de 

imunorregulação quando há o objetivo de se utilizar terapeuticamente a via mucosa. 

Decidimos, então, iniciar um estudo extensivo para verificar possíveis alterações nos 

elementos imunorreguladores principais da mucosa intestinal de camundongos NOD. Assim, 

teríamos um avanço no entendimento do impacto da estimulação da mucosa intestinal pela 

microbiota e pelos antígenos da dieta no desenvolvimento da diabetes e, além disso, 

poderíamos esclarecer como poderíamos intervir positivamente nesse importante componente 

da fisiologia imunológica que é o intestino. 

Um possível defeito na capacidade de gerar células T reguladoras na periferia poderia 

explicar a incapacidade de camundongos NOD em se tornarem tolerantes aos antígenos 

ingeridos. De fato, desde a caracterização de células T reguladoras, distúrbios na ação desses 

linfócitos tem sido alvo de debate na literatura sobre autoimunidade. A diferença aqui 

observada na cinética distinta de expansão de células Tregs entre camundongos C57BL/6 
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(Fig. 6) e NOD (Fig. 12) após o tratamento com LL-Hsp65 poderia estar relacionada a uma 

reduzida capacidade de manutenção de células Tregs induzidas na periferia.  Estudos com 

células T isoladas de biópsias duodenais de pacientes diabéticos indicaram uma menor 

eficiência na geração de células T CD4+Foxp3+ por DCs CD103+ isoladas da lâmina própria 

do intestino. Este poderia ser um dos motivos para a menor frequência de células Tregs 

observada no intestino desses indivíduos (Badami et al., 2011). Porém, pelas limitações em se 

realizar co-culturas heterólogas de células T e DCs de indivíduos diabéticos e indivíduos 

saudáveis, não se pode concluir exatamente se trata-se de um distúrbio nas DCs ou defeitos 

intrínsecos aos linfócitos T.  

Utilizamos a linhagem NOR para explorar melhor essa questão utilizando linhagens 

congênicas que expressam o mesmo MHC: camundongos NOR e NOD. Porém, nos nossos 

experimentos de co-cultura, diferentemente do relato em humanos, a indução de foxp3 em 

linfócitos T naive de camundongos NOD e NOR foi similar após estímulo com DCs de ambas 

as linhagens (Fig. 19). Entretanto, as DCs aqui utilizadas foram obtidas dos linfonodos 

mesentéricos. É possível que as DCs de camundongos NOD com esse fenótipo e que chegam 

efetivamente a esse órgão possuam a mesma capacidade de indução de linfócitos Tregs. 

Porém, como também demonstrado, a frequência dessas células nos linfonodos mesentéricos 

de camundongos NOD era menor (Fig. 20) e essa redução pode causar um déficit na 

capacidade total de diferenciação de células Tregs. O ensaio de estimulação com anti-CD3 in 

vitro pode ainda não refletir corretamente os mecanismos naturais de indução de células T 

reguladoras por células dendríticas carreando antígenos intestinais in vivo.  

 A deficiência na integridade da barreira intestinal é outro fator que poderia estar 

envolvido nas alterações da mucosa desses camundongos. A correlação entre uma maior 

permeabilidade intestinal e a diabetes tipo 1 tem sido demonstrada tanto em animais como em 

humanos (Vaarala et al.,, 2008). No presente estudo, não encontramos diferença na 

permeabilidade intestinal entre camundongos NOD e BALB/c de seis semanas de idade (Fig. 

21). Entretanto, uma maior entrada de materiais na mucosa foi evidenciada por outro estudo 

em camundongos NOD pré-diabéticos de doze semanas de idade, quando comparados a 

controles C57/BL6 ou NOR (Lee et al., 2009). O aumento de permeabilidade intestinal 

verificado ocorre concomitantemente ao início da insulite e precede o desenvolvimento da 

diabetes (Lee et al., 2009). Este poderia ser um dos fatores que contribuem para o início da 

infiltração de células e ativação da resposta autoimune invasiva no pâncreas. Provavelmente, 

em animais mais jovens, como os utilizados no nosso trabalho, essa diferença não pode ser 

ainda ser evidenciada, ao menos com o ensaio utilizado em ambos os estudos que é o uso da 
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técnica de medir a concentração de dextrano marcado com fluoresceína (FITC) no soro após 

gavagem com o mesmo composto. 

 Dessa maneira, o maior acesso de antígenos luminais à lâmina própria ocasionando 

uma sobrecarga aos mecanismos fagocíticos e de resposta não inflamatória, poderia facilitar a 

perda da homeostase na mucosa intestinal e fornecer estímulos inflamatórios ao organismo 

alimentando a progressão autoimune. Em concordância com essa ideia, a perda da integridade 

da barreira intestinal em camundongos NOD é acelerada pela infecção entérica pela bactéria 

Citrobacter rodentium e causa aceleração da insulite, ativação e proliferação de células T nos 

linfonodos pancreáticos, agravando a patologia da diabetes (Lee et al., 2009). 

Essa relação entre o intestino e a diabetes não é universalmente reconhecida, mas um 

conjunto de indícios experimentais nos permite fazer algumas observações.  

Verificamos que, ao longo do processo de desenvolvimento da diabetes em 

camundongos NOD, ocorreu um grande aumento de células na lâmina própria intestinal e 

esse acúmulo parece estar associado a uma condição inflamatória, visto que observamos um 

número maior de células Th17 no intestino delgado e cólon e um número maior de células 

produzindo IFN-γ no intestino delgado (Fig. 23 e 24). O mesmo cenário foi observado nos 

linfonodos mesentéricos. Porém, em camundongos NOD pré-diabéticos somente houve 

aumento de células CD4+ IL-17+ nos linfonodos pancreáticos (Fig. 24).  

Apesar de tradicionalmente a diabetes ter sido considerada uma doença de polarização 

Th1, recentemente a participação de células produtoras de IL-17 tem sido relacionadas à sua 

patogênese. Células Th17 já foram descritas como altamente patogênicas e como mediadoras 

primárias de inflamação tecidual em condições autoimunes (Martin-Orozco et al., 2009;Lee 

et al., 2012). Crianças com diagnóstico recente de diabetes tipo 1 apresentam aumento de 

células T produzindo IL-17 (Marwaha et al., 2010). Na diabetes, há aumento de células T 

CD4+CCR6+ produtoras de IL-17. CCR6 é um receptor de quimiciona importante para a 

migração de células para o intestino e sítios inflamatórios onde há produção de seu ligante 

CCL-20 (MIP-3a), como o intestino delgado e células β pancreáticas sob inflamação. O 

bloqueio da ligação de CCL20 a CCR6 inibe o desenvolvimento de diabetes tipo 1 em 

camundongos (Lee et al., 2011). A polarização Th17 potencializa a destruição de células 

β (Honkanen et al., 2010) e anticorpos neutralizantes de IL-17 evitam a diabetes nos 

camundongos NOD (Emamaullee et al., 2009).  

Verificamos também que a proporção entre Tregs e Th17 estava reduzida em 

camundongos NOD diabéticos em todos os órgãos e nos linfonodos pancreáticos de animais 
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pré-diabéticos (Fig. 26). Aparentemente a perda do equilíbrio entre ativação e regulação 

ocorre inicialmente nos linfonodos pancreáticos e posteriormente um processo de expansão 

inflamatória com a migração de células Th17 para o intestino. 

Os linfonodos pancreáticos foram demonstrados como um sítio privilegiado de 

drenagem de antígenos e células presentes no peritôneo e no intestino. Essa conexão se 

estabelece nas primeiras semanas de vida do camundongo (Turley et al., 2005). Os linfonodos 

pancreáticos foram, então, considerados pelo grupo de Mathis e Benoist como uma interseção 

imunológica que permite o encontro de auto-antígenos endócrinos provindos do pâncreas e 

antígenos externos vindos da mucosa (Turley et al., 2005). O pâncreas, através de seus 

produtos endócrinos e exócrinos, exerce destacada função no metabolismo energético. O 

intestino é uma via de integração imunológica entre o organismo, os nutrientes e a microbiota. 

Talvez essa localização privilegiada dos linfonodos pancreáticos possa realmente se 

relacionar a um mecanismo de integração entre imunidade e metabolismo do organismo. 

Nos camundongos NOD foi demonstrado que células T ativadas no intestino 

expressando o receptor de endereçamento para mucosa α4β7 podem infiltrar as ilhotas 

pancreáticas, pois o endotélio associado passa a expressar o seu ligante MadCAM-1 durante a 

insulite (Turley et al., 2005). Outro trabalho mostrou que o bloqueio da adressina de mucosa 

MadCAM-1 iniciado na terceira semana de idade impede a incidência de diabetes. Essa 

molécula de adesão seria necessária para a entrada de células no intestino onde seriam 

ativados linfócitos relacionados com a iniciação da resposta patológica da diabetes (Hanninen 

et al., 1998).  

Uma maior capacidade diabetogênica de linfócitos extraídos dos linfonodos 

mesentéricos de camundongos NOD de apenas três semanas em comparação ao linfonodo 

pancreático já foi também demonstrada (Jaakkola et al., 2003). Foi proposto que a ativação 

inicial de células diabetogênicas se daria no intestino e os linfonodos pancreáticos serviriam 

como um estágio de amplificação da autoimunidade. (Jaakkola et al., 2003)  

Os linfócitos poderiam, portanto, circular entre o pâncreas e o intestino e células 

dendríticas poderiam transportar e apresentar antígenos intestinais nos linfonodos 

pancreáticos. Pode-se especular que células ativadas na mucosa poderiam migrar para o 

linfonodo pancreático e, através da liberação de mediadores pró-inflamatórios, poderiam 

contribuir para a ativação de células T naive durante o reconhecimento de antígenos 

pancreáticos apresentados por DCs com caráter imunogênico.  
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Portanto, parece haver uma conexão imunológica importante entre o pâncreas e o 

intestino sendo que a autoimunidade na diabetes tipo 1 se correlacionaria a uma perda dos 

mecanismos reguladores no tecido linfóide associado à mucosa. Entretanto, não está claro se 

essa alteração na mucosa intestinal é causa, consequência ou um efeito disseminado e 

secundário da autoimunidade.  

Muitas alterações funcionais já foram descritas em macrófagos e células dendríticas de 

humanos e animais diabéticos. Podemos destacar, por exemplo, uma deficiência na 

capacidade de clareamento de corpos apoptóticos (O'Brien et al., 2002)  e uma elevada 

produção de IL-12 em macrófagos de camundongos NOD quando comparados aos 

camundongos controle NOR (Alleva et al., 2000). As primeiras células a infiltrar o tecido 

pancreático durante a peri-insulite são macrófagos e DCs e constituem a principal fonte de 

TNF-α que é crucial para a inflamação tecidual (Dahlen et al., 1998). Um estudo com 

amostras sanguíneas humanas demonstrou uma produção aumentada de IL-1β e IL-6 por 

monócitos de pacientes diabéticos associada a uma maior frequência de células T IL-17+ 

(Bradshaw et al., 2009).  

Portanto, as APCs poderiam contribuir para essa polarização pró-inflamatória 

desequilibrada observada no intestino e nos linfonodos de camundongos NOD diabéticos. 

Segundo Liu e colaboradores, células apresentadoras derivadas de NOD produzem mais 

mediadores envolvidos na polarização de células Th17 quando comparado a camundongos 

controle congênicos portadores do lócus de resistência a diabetes Idd3.  Uma maior produção 

de IL-21 e menor de IL-2 favoreceria a geração de células Th17 em detrimento de células 

Tregs (Liu et al., 2011). Esse poderia ser um dos fatores relacionados ao balanço irregular 

também observado no nosso estudo, onde ocorreu um aumento no número de células 

produtoras de IL-17 com potencial patogênico em relação a células T reguladoras (Fig. 26). 

 Apesar dos dados da figura 31 representarem a transcrição gênica total das citocinas 

IL-6, IL-12 e IL-10 no tecido, o perfil dessas citocinas no intestino está de acordo com as 

alterações nos subtipos de macrófagos e células dendríticas observadas em camundongos 

NOD e podem sugerir o papel funcional dessas APCs. Podemos correlacionar a reduzida 

expressão de IL-10 no intestino delgado a uma menor contribuição de macrófagos residentes 

(F4/80hiCD11c-/lo) ao pool de APCs (Fig. 29). Além de reconhecidos pela produção de IL-10, 

esses macrófagos também podem contribuir para a manutenção e expansão de Tregs no 

intestino (Hadis et al., 2011) e são capazes de inibir a diferenciação de células Th17 por DCs 

in vitro (Denning et al., 2007). Um déficit nessa importante população da mucosa intestinal 
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poderia comprometer mecanismos de preservação da integridade intestinal, eliminação não 

inflamatória de bactérias comensais na lâmina própria e permitir a expansão de DCs pró-

inflamatórias. Do mesmo modo, a maior expressão de IL-6 e IL-12 pode se relacionar com a 

maior representação de DCs do subtipo 1 (CD11b+CD103-) nos linfonodos mesentéricos e 

pancreáticos de camundongos diabéticos (Fig. 30), visto que essas células possuem 

capacidade migratória e se associam com a diferenciação de células T produtoras de IL-17 e 

IFN-γ. O decréscimo nos linfonodos do subtipo 2 de DC (CD11b+CD103+) (Fig. 30) 

reconhecidas pela produção de TGF-β e ácido retinóico pode se relacionar com a menor 

proporção de Tregs nos NOD diabéticos  (Fig. 26) 

Já é amplamente reconhecido que tolerância em nível sistêmico pode ser alcançada 

pela exposição a antígenos pela mucosa, significando que a atividade imunológica no 

intestino pode afetar o funcionamento global do sistema imune, mesmo em órgãos não 

diretamente relacionados. Se o pâncreas e o intestino são imunologicamente conectados 

através dos linfonodos pancreáticos, não causa espanto que a perda ou redução de fatores de 

regulação na mucosa possam contribuir para os eventos patogênicos da diabetes autoimune. 

O esclarecimento dos defeitos na mucosa intestinal dos camundongos NOD que se 

relacionam diretamente ao desenvolvimento da diabetes poderá nos auxiliar na compreensão 

dos múltiplos fatores envolvidos na patogênese dessa doença autoimune. 
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Conclusões 

 

Apesar de ser capaz de reduzir a resposta inflamatória em modelos murinos de colite 

ulcerativa e encefalomielite autoimune, o tratamento oral com Lactococcus lactis produtor de 

Hsp65 não causa prejuízo à imunidade anti-infecciosa. 

 

A administração oral de Lactococcus lactis produtor de Hsp65 em camundongos C57BL/6 

leva a uma expansão de células T reguladoras CD4+Foxp3+ e CD4+LAP+ de maneira 

dependente de receptor do tipo toll-2. 

 

Células T γδ expressando LAP constituem uma população distribuída por diversos órgãos 

linfoides, mas tem como sítio principal as placas Peyer, onde podem constituir outro 

importante mecanismo de regulação na mucosa intestinal.   

 

O tratamento com L. lactis produtor de HSP65 em associação ou não com L.lactis produtor 

de IL-10 não foi capaz de interferir no desenvolvimento da diabetes em camundongos NOD. 

 

Não foi possível induzir tolerância oral por ingestão contínua de antígeno em camundongos 

NOD sugerindo que essa linhagem de camundongos apresenta defeitos na geração de 

mecanismos imunorreguladores na mucosa intestinal. 

 

O desenvolvimento da patogênese da diabetes está associado a uma redução de fatores de 

regulação da mucosa como a produção local IL-10 e a redução de macrófagos residentes.  

 

Camundongos NOD diabéticos apresentam desequilíbrio entre células T efetoras e 

reguladoras no intestino, com frequência aumentada de células Th17 e predominância de 

células dendríticas com perfil inflamatório no tecido linfóide associado à mucosa intestinal. 

 

 Devido às implicações da atividade imunológica no intestino para o organismo, é importante 

entender os fatores e mecanismos que contribuem para o seu funcionamento fisiológico, mas 

também para a perturbação do seu equilíbrio e assim desenvolver estratégias de intervenção 

via mucosa que sejam seguras e bem sucedidas. 
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Perspectivas 

 
Validar e explorar em detalhe as alterações no tecido linfóide associado ao intestino de 

camundongos NOD descritas neste trabalho de acordo com o estágio de desenvolvimento da 

diabetes.  

 

Investigar as propriedades funcionais de macrófagos isolados da mucosa intestinal de 

camundongos NOD in vitro como capacidade fagocítica e produção de citocinas após 

estímulo. 

 

Comparar a capacidade de diferenciação de linfócitos T reguladores e Th17 por células 

dendríticas do intestino de camundongos NOD e NOR. 

 

Extrair células dendríticas da lâmina própria intestinal de camundongos NOD em diferentes 

fases do desenvolvimento da diabetes. Por meio de transferência adotiva de células, avaliar a 

capacidade de migração dessas células para os linfonodos pancreáticos.  

 

Avaliar a morfologia, arquitetura e sinais de inflamação no intestino e no pâncreas de 

camundongos NOD diabéticos ou em fases pré-insulite e pré-diabetes a fim de entender 

melhor a cinética de alterações nos dois tecidos.  

 

Buscar novas estratégias para prevenir ou reduzir a gravidade da diabetes autoimune em 

camundongos NOD através da inibição de estágios iniciais de inflamação no intestino. Um 

exemplo desse tipo de estratégia seria a administração oral de fatores tolerogênicos como 

lipossomas contendo fosfatidil serina. 
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