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“As ciéncias naturais pressupoem um mundo vivo, mas o0 mundo vivo nao é o
mundo das ciéncias naturais”
Kurt Goldstein

“A fronteira entre a saude e a doenga é determinada por um equilibrio delicado
entre os processos de reparo e o potencial destrutivo do corpo, do qual as
doencas autoimunes, alérgicas e a inflamacédo sdo apenas aspectos
particulares.”

Ohad Parnes



Resumo
A artrite reumatoide (AR) € uma doenca autoimune sistémica em que a inflamacéo das
articulacdes determina a sua destruicdo e perda da mobilidade. Nao h& prevencéo ou
cura para a artrite reumatoide, e o tratamento baseia-se em anti-inflamatorios e
analgeésicos, restrito ao controle dos sintomas. A perda de tolerdncia na doenca
autoimune pode ser restaurada por ingestdo do antigeno. Este processo induz tolerancia
oral, e os seus efeitos terapéuticos sao bem estabelecida em modelos experimentais e
clinicos. No entanto, a ingestdo continua de antigeno purificado nem sempre € viavel. A
Hsp65 € uma chaperonina essencial ne dobramento de proteinas e adaptacdo ao
estresse celular. Ela também é uma potente reguladora da resposta imune e do processo
inflamatério. Para a entrega direta de Hsp65 na mucosa, n6s usamos uma linhagem
recombinante de Lactococcus lactis que secreta Hsp65 de Mycobacterium leprae.
Demonstramos que a terapia oral com Hsp65 inibiu a Artrite Induzida por Coldgeno e um
modelo agudo de artrite em camundongos. Este efeito preventivo incluiu a inibicdo do
edema da pata, a inflamacéo das articulacées. Ele esteve também associado a reducao
dos niveis de citocinas inflamatérias e de anticorpos patogénicos, assim como ao
aumento de linfocitos B e T reguladores.
Palavras-Chave: Tolerancia, Autoimunidade, Artrite Reumatoide, Heat-shock
proteins



Abstract
Rheumatoid arthritis (RA) is a systemic autoimmune disease in which inflammation of the
joints determines its destruction and loss of mobility. There is no prevention or cure for
RA, and the treatment is based on conventional anti-inflammatory, analgesic drugs
restricted to symptoms control. The loss of tolerance resulting in pathogenic autoimmunity
can be restored by ingestion of the target antigen. This procedure induces oral tolerance,
and their therapeutic effects are well established in experimental models and clinical
trials. However, the continuous intake of purified antigen is not always feasible as an
alternative therapy. Hsp65 is a chaperonin essential to protein folding and response to
cellular stress. The Hsp65 is also a known regulator of the immune response and
inflammatory process. For direct delivery of Hsp65 to the mucosa, a recombinant
Lactococcus lactis was constructed in a way to produce and secret Mycobacterium leprae
Hsp65. The present study has shown that the therapy with Lactococcus lactis prevented
a Collagen Induced Arthritis and a model of acute arthritis in mice. This preventive effect
included inhibition of paw edema and joint inflammation associated with reduced levels
of inflammatory cytokines and pathogenic autoantibodies and augmented numbers of
regulatory B and T lymphocytes.
Keywords: Tolerance, Autoimmunity, Rheumatoid Arthritis, Heat-shock
proteins



Lista de Figuras

Figura 1: Escores clinico e histolégico da AIC em camundongos BALB/C..........cccoeveiiiiiciiiiieiieeee e, 47
Figura 2. Andlise histopatoldgica dos efeitos do tratamento com HpsB5-1ac...........ccccvceviviiirininiiiiieeninen. 48
Figura 3. Produgéo de citocinas nas culturas de células de camundongos com AIC..........ccccoceveinieennnnn. 50
Figura 4. Produgdo de IL-17 e IFN-y nas culturas de células de camundongos com AIC..............ccceeennee. 50
Figura 5. Frequéncias de células T CD4* produtoras de IFN-y e TNF-a no baco de camundongos com

LSS 51
Figura 6. Produgédo de anticorpos especificos em camundongos com AlC..........ccooeiiiiiiiiiie e e 52
Figura 7. EIX0O REGULA/INFLAM A . e 53
Figura 8. Frequéncia de células T CD4*CD44* de memoria no bago de camundongos com AlIC............ 55
Figura 9. Frequéncias de células T CD4*Foxp3*LAP* no baco e nos linfonodos de camundongos com

N O RPN 56

Figura 10. Frequéncias de células T reguladores no baco e nos linfonodos de camundongos com AIC.57
Figura 11. Frequéncias de células B produtoras de IL-10 (Bregs) no baco de camundongos com AIC...58
Figura 12. Niveis de anticorpos especificos em camundongos BALB/c deficientes em IL-10 com AIC...59
Figura 13. Efeitos do tratamento oral com Hsp65-lac em parametros imunolégicos associados ao
desenvolvimento da artrite aguda induzida por MBSA (AlA) ... 60
Figura 14. Frequéncia de linfécitos Trec em camundongos com AlA tratados previamente com

[ K o[ - Lo PP TP PP PR OTPPPTPP 61



Lista de Abreviaturas
AlA: Artrite Induzida por Antigeno
AIC: Artrite Induzida por Colageno
AIRE: Regulador autoimune (Autoimmune Regulator)
ADAMT : agrecanases
AR: Artrite Reumatoide.
CCP: Peptideo Citrulinados Ciclicos (Citrullinated Cyclic Peptide)
CCL: quimiocina
CCR: receptor de quimiocinas
CD: Agregado de diferenciacao (Cluster of Differentiation)
Cll: Colageno tipo Il
CTLA-4: proteina 4 associada a citotoxidade de linfocitos T
EAE: Encefalomielite Autoimune Experimental
FR: Fator Reumatoide
GALT: Tecido linfoide associado ao intestino (Gut Associated Lymphoid Tissue)
GPI-6: glicose-6-fosfato isomerase
HLA: Antigeno Leucocitario Humano (Human Leukocyte Antigen)
IDO: indoleamina 2,3-dioxigenase
IFN-y: Interferon gamma
IL: Interleucinas
IPEX: desregulagdo imune, poliendocrinopatia, enteropatia, ligada ao X
LAP: Peptideo associado a Laténcia (Latency Associated Peptide)
LI-EP-: Lactococcus lactis portador de plasmideo vazio
HSP: Proteinas de choque térmico (Heat-Shock Proteins)
Hsp65-lac: Hsp65 de Mycobacterium leprae produzido por L. lactis
MALT: Tecido linféide associado a mucosa (Mucosal Associated Lymphoid Tissue)
MHC: Complexo principal de histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex)
MMP: metaloproteinases de matriz
NOD: Non Obese Diabetes
OVA: Ovalbumina
PAD: arginina-peptidil-desaminase (PeptidylArginine Deiminases)
PD-L1: ligante 1 de morte programada (Programmed Death-Ligand 1)
RANK: Receptor Ativador do fator Nuclear kB
RANKL: ligante de RANK
ROR-y: retinoic acid receptor—related orphan receptor y
TCR: Receptor de células T (T Cell Receptor)
TGF-B: Transforming Growth Factor 3
Tw: Linfocito T helper
Treac: Linfocito T regulador
TLR: Toll Like Receptor
TNF-a: Fator de Necrose Tumoral



Sumario

(R [ oL oo [V T o2= Lo PP PPPPPPPPPPPPPP 1
P2 © oY1= (1770 1P 39
G\, L=3 0 Yo [0 1SS 40
A LTSy U 1§ = T [0 =T 46
SR B ST 20 X Y- [ T 62
(3010 [od [V =3 Lo T 77

7 Referéncias BibliOgrafiCas.......cuoi i 78



1. Introducéo
1.1. Artrite Reumatoide

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune que leva a destruicdo das
articulacdes e incapacitacdo progressiva. A inflamacéo cronica também esta associada
a complicacgbes sistémicas, induzindo aumento das taxas de morbidade e mortalidade.
Estima-se atingir cerca de 1% da populacdo mundial, € prevalente no sexo feminino,
sendo o grupo de maior incidéncia mulheres acima de 40 anos. Nao existe cura ou
prevencdo para a artrite, e 0s tratamentos convencionais sdo baseados em anti-
inflamatérios, analgésicos e drogas antirreumaticas. Uma remissdo completa dos
sintomas raramente é conseguida e depende do uso crénico de farmacos (Global Burden
of Disease Study, 2015).

O estagio sintomatico inicial da AR é a inflamacdo das membranas sinoviais
(sinovite), que revestem as articulacdes. A condicdo inflamatéria determina a hiperplasia
dos fibroblastos sinoviais, angiogénese e infiltrado leucocitario (Paleolog, 2002).
Infiltrado que inclui células mononucleares, principalmente macrofagos, neutroéfilos, e
linfocitos que secretam mediadores que mantém e aumentam a inflamacéo (Firestein e
Zvaifler, 1987). Essas condi¢cdes alteram a fisiologia celular de condrécitos e
osteoclastos. A progressao desse estado inflamatério induz a conversao da cartilagem e
0sso em tecido fibroso (Gravallese et al., 2000). E nos estagios mais avancados da artrite

ocorre a paralisacao da articulacéo e perda da funcao.

Existem varios processos de degeneracdo das articulacbes, como a
espondiloartrose e a artrose. Essas doencas sdo desencadeadas por danos mecanicos
e geralmente localizadas. A artrite reumatoide inclui na sua patogénese o sistema imune
adaptativo e afeta sistemicamente as articulacdes. Os efeitos da inflamacao sistémica e
cronica também tornam os pacientes de artrite mais propensos a desenvolver outras
condi¢cdes patologicas, como vasculite, aterosclerose e fibrose hepatica e pulmonar
(Mcinnes e Schett, 2011; Selmi et al., 2011).

Os linfécitos tém papel central na patogénese da AR provavelmente como o0s
principais desencadeadores da inflamacdo sinovial e da producdo de autoanticorpos
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patogénicos. O linfocito T CD4* é mais proeminente (Cope et al., 2007), e o papel dos
CD8" esta ainda sendo caracterizado na artrite clinica e experimental (Petrelli e Van Wijk,
2016). A transferéncia de linfécitos pode ser o bastante para desencadear AR em
modelos animais e, em alguns casos, o bloqueio de linfocitos T CD4* pode inibir sua
inducédo. Os linfocitos T séo potentes produtores de citocinas e mediadores inflamatérios
(Firestein, 2005).

A populacéo dos linfocitos T CD4* inclui diferentes tipos de T “helper” (Th) capazes
de conduzir o processo inflamatorio principalmente por meio da producao diferencial de
citocinas. Os linfécitos Tl e Thl7 produzem IFN-y e IL-17 respectivamente, que séo
centrais na indugdo da artrite. Essas citocinas s&o capazes de induzir um infiltrado
inflamatorio com predominancia de macréfagos e neutrdfilos. Outras citocinas e
mediadores inflamatorios relevantes na AR incluem TNF-q, IL-1pB, IL-6, IL-7, IL-15, IL-23
(Mcinnes e Schett, 2007). O microambiente criado por esse infiltrado inflamatério e
citocinas podem resultar em uma realimentacao positiva capaz de sustentar a inflamacao
cronica.

A IL-1B, IL-6 e 0 TNF-a séo citocinas envolvidas na inducéo da inflamacao aguda
em uma grande diversidade de células e tecidos. IL-1f3 e IL-6 s&o potentes indutores de
inflamacéo no nivel celular. A IL-1B é capaz de ativar o inflamossoma e outras cascatas
inflamatorias intracelulares. A IL-6 € capaz de ativar uma série de diferentes tipos
celulares a secretar proteinas de inflamacéo aguda. Animais geneticamente modificados
gue tenham essas duas citocinas comprometidas séo refratarios a inducédo de artrite
(Mcinnes e Schett, 2007; 2011).

O TNF-a é um potente pré-inflamatério, capaz de induzir fortes respostas celulares
e sistémicas, desde a ativacdo de leucdcitos até febre e choque séptico. Tem um papel
central em varios aspectos localizados e sistémicos na artrite. Além de induzir a
osteoclastogénese, o TNF-a pode aumentar essa conversao junto a outros fatores (Lam
et al., 2000). Muitos dos mecanismos desencadeados pela IL-1B e IL-6 dependem do
TNF-a (Li et al., 2004). Mas seu papel essencial na patogénese da artrite fica ainda mais
evidente nos tratamentos baseados em anticorpos monoclonais anti-TNF-a. Dentre os
anticorpos monoclonais sendo testados estdo anti- IL1-f, IL-6 e IL-17. No entanto, os
resultados com anti-TNF-a foram os Unicos até o presente que tornaram esse tratamento
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disponivel para humanos. Pacientes reumaticos que recebem por via endovenosa esse
anticorpo apresentam reducdo quase total dos sintomas. Dentre as desvantagens desse
tratamento sdo os custos elevados e a necessidade de aplicacdo cronica (Kalliolias e
Ivashkiv, 2016).

As citocinas secretadas por linfécitos T induzem a ativagdo e hiperplasia dos
fibroblastos sinoviais, principalmente o TNF-a, a IL-1B e a IL-17. Os fibroblastos
hiperplasicos invadem a cartilagem também produzindo metaloproteinases de matriz
(MMP) e agrecanases (ADAMTS) que degradam a matriz cartilaginosa induzindo o
processo de fibrose. Essas citocinas séo capazes de induzir 0 mesmo processo nos
condrdcitos, mantendo a degeneracao crénica (Catterall et al., 2001).

A integridade dos ossos € relativa a um equilibrio dindmico entre producédo da
matriz 0ssea por osteoblastos e sua reabsorcao pelos osteoclastos. A diferenciagcéao de
osteoblastos em osteoclastos pode ser induzida por mediadores inflamatoérios (Boyle et
al., 2003). Dentre as citocinas secretadas pelos linfécitos, macréfagos e fibroblastos
sinoviais ativados por processos inflamatérios estdo o GM-CSF e o RANKL, ambos
indutores da diferenciacdo de osteoclastos (Gravallese et al., 2000). Essa diferenciacéo
através do sistema RANK-RANKL pode ser ativada por TNF-a, que também é capaz de
bloquear a diferenciacéo e ativacao de osteoblastos. A IL-17 também age como indutora
da diferenciacao de osteoclastos independente de RANKL (Lam et al., 2000; Sato et al.,
2006; Chen, L. et al., 2008).

A degradacdo da matriz cartilaginosa e a manutencdo da inflamacgéao sinovial
determina a formacdo do pannus, uma camada de tecido inflamatério constituido por
leucdcitos, vasos sanguineos e células fibrogénicas que se expande a partir da
membrana sinovial e por fim invade a articulacdo. Esse processo crénico por fim substitui
o tecido articular por tecido fibrotico levando a imobilizacdo das articulacdes.

Por muito tempo os linfécitos Tnl produtores de IFN-y foram considerados os
principais mediadores da AR. Mas alguns dados obtidos de pacientes mostravam
algumas contradicdes e, em modelos experimentais, o IFN-y nem sempre foi capaz de
induzir ou contribuir com a artrite. Os linfécitos TH17 foram descritos mais recentemente
e sao fundamentais no desenvolvimento ndo sO da artrite, mas também de outras
doencas autoimunes. Tanto no sangue quanto nas cavidades sinoviais de pacientes
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reumaticos ocorre aumento na frequéncia de linfocitos Tul7 (Chabaud et al., 1999).
Esses linfécitos expressam receptores quimiotéticos que induzem sua localizacdo nas
articulacdes inflamadas (Hirota et al., 2007).

A IL-17 é capaz de induzir a formacé&o do pannus independentemente da RANKL e
da osteoclastogénese. O tecido sinovial responde ao estimulo com IL-17 produzindo
citocinas inflamatérias pro-inflamatérias e MMP (Rossini et al., 2016). Esses linfocitos
também estdo associados a artrite resistente ao tratamento com corticosteroides
(Ramesh et al., 2014). Ainda assim o tratamento com anticorpo anti-IL-17 ndo apresentou
resultados comparaveis ao tratamento com anticorpos anti-TNF-a, 0 que pode estar
relacionado as vérias isoformas de IL-17 encontradas na cavidade sinovial (Koenders et
al., 2005; Genovese et al., 2010). A IL-23 esta relacionada a manutencédo da resposta
prolongada de Tul7 e anticorpos que neutralizam essa citocina ou seu receptor estao

sendo investigados (Buckland, 2013).

1.2. Modelos experimentais de Artrite

Grandes avancos na compreensdo dos mecanismos celulares e moleculares de
processos patolégicos dependem de modelos experimentais em animais. A artrite pode
ser induzida em diferentes animais, incluindo macacos, cachorros, coelhos, porquinhos
da india (C.porcellus). Os modelos mais usados e bem estudados sdo ratos e
camundongos (Van Den Berg, 2009). Nenhum modelo experimental em animais
reproduz todas as caracteristicas das doencas em humanos e, quando existem diversas
formas de inducdo da doenca em animais, € importante a escolha de acordo com o
aspecto que se tem interesse de investigar. Varios procedimentos diferentes podem
induzir artrite em ratos e camundongos.

A artrite pode ser induzida com agentes inespecificos como adjuvante de Freund,
o0leo mineral e pristano. A injecdo subcutanea desses agentes em ratos promove
inflamacé&o sinovial e edema nas patas (Pearson, 1956; Cromartie et al., 1977; Wooley
et al., 1989). Esses modelos apresentam varias caracteristicas da artrite em humanos,
incluindo aumento de citocinas pro-inflamatorias e ativagcdo crbénica de linfocitos T
(Kleinau et al., 1991), mas reproduzem apenas parcialmente as repostas humorais e
apresentam remissao espontanea. Esse tipo de patologia também pode ser induzido com
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material derivado de bactérias, como a parede celular de estreptococos. Procedimento
eficaz em ratos Lewis e em algumas linhagens de camundongos (Holmdahl et al., 2001).

A inducado de artrite também é possivel por meio da imunizacdo com diferentes
antigenos. Um dos modelos mais usados aplica a albumina bovina metilada (mBSA). A
imunizacdo com esse antigeno em adjuvante de Freund e o desafio com mBSA
diretamente na articulacdo € capaz de induzir a formacdo do pannus. O modelo com
MBSA é rapido e eficaz em induzir as altera¢gGes inflamatorias localizadas na articulacéo.
No entanto, assim como os modelos induzidos por adjuvantes, o modelo induzido por
mBSA também apresenta remissdo espontanea e depende menos da imunidade
adaptativa do que da inata (Van e Van, 1984).

A imunizacdo com antigenos que sédo abundantes na articulagdo, como o colageno
tipo 1l e proteoglicanos, em adjuvante de Freund pode induzir artrite sem a necessidade
de desafio local (Trentham et al.,, 1977; Finnegan et al., 1999). Esses modelos
reproduzem Varios aspectos patoldgicos da doengca em humanos, incluindo inflamacao
aguda e crbnica, a formacéo do pannus e a participacdo do sistema imune adaptativo
(Chang et al., 1980). A desvantagem principal € que essa inducdo sO funciona
completamente em linhagens especificas de camundongos. A imunizagcao com colageno
s0 induz artrite em camundongos DBA/1 e com proteoglicanos em BALB/c.

Existem também diferentes camundongos geneticamente modificados que
desenvolvem artrite espontaneamente. Os camundongos transgénicos TNFtg que
expressam TNF-a humano além do murino desenvolvem artrite aguda e sistémica (Li e
Schwarz, 2003). Os camundongos IL-1tg expressam e produzem altos niveis de IL-1B
sendo também propensos ao desenvolvimento da artrite (Niki et al., 2001). Da mesma
maneira, camundongos IL-1ra’- nocaute para o receptor agonista de IL-1B desenvolvem
artrite espontanea (Horai et al., 2000). Esses modelos apresentam inflamacgéo crénica,
hiperplasia sinovial, formacao de pannus, destruicdo da cartilagem e poliartrite sistémica.
No entanto, o papel dos granulécitos parece ser mais fundamental que dos linfécitos
nesses animais.

Existem outros trés modelos de camundongos geneticamente modificados que sao
baseados na sinalizac&o de linfocitos T. Defeitos nas moléculas transdutoras de sinais
de receptores presentes nos linfécitos T interferem com o desenvolvimento e a selecéo
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dessas células, tornando esses animais propensos ao desenvolvimento de artrite. Os
camundongos SKG possuem uma mutacdo pontual na proteina sinalizadora ZAP-70 que
torna os linfocitos T mais sensiveis a ativacdo (Yoshitomi e Sakaguchi, 2005). Os
camundongos com mutacdo na proteina gpl30 sinalizadora do receptor de IL-6
apresentam transducéo de sinal aumentada na proteina adaptadora STAT3 presente em
linfécitos T (Atsumi et al., 2002). Esses animais desenvolvem espontaneamente diversos
aspectos patoldgicos da artrite inclusive edema da pata e degeneracao sinovial induzida
por linfécitos.

Os camundongos K/BxN expressam grandes quantidades do receptor de células T
(TCR) KRN e de MHC Il I-Ag7 desenvolvendo também artrite espontaneamente. Esses
receptores sdo especificos para enzima da via glicolitica glicose-6-fosfato isomerase.
Apesar de essa proteina ser constitutiva em todas as células do corpo, os linfocitos T e
anticorpos especificos tendem a se localizar na articulacdo. Especula-se que isso se
deve ao potencial catibnico do antigeno (Monach et al., 2008).

A especificidade para o colageno pode ser transferida. Anticorpos de animais
imunizados com colageno quando transferidos para camundongos ndo manipulados
induzem artrite (Stuart e Dixon, 1983). A injecdo com anticorpo anti-colageno tipo Il
promove artrite sistémica (Terato et al.,, 1992). A transfusdo dos anticorpos de
camundongos K/BxN em camundongos BALB/c €& capaz de induzir inflamacdo e
degeneracéao da articulacdo (Monach et al., 2004).

A linhagem do camundongo é extremamente relevante na reposta e
desenvolvimento da patologia. A infusdo de anticorpos de camundongos K/BxN so
induzem artrite na linhagem BALB/c e ndo nos camundongos C57BL/6 (Monach et al.,
2004). Da mesma maneira, anticorpos de camundongos nocaute para IL-1ra induzem
artrite na linhagem BALBI/c e arterite de células gigantes na linhagem C57BL/6 (Horai et
al., 2000). A imunizacdo com colageno e anti-colageno sé é capaz de induzir artrite nos
camundongos da linhagem DBA/1 (Holmdahl et al., 1993).

Todos esses resultados mostram que a artrite € uma doenca experimental e uma
doenca autoimune dependente de fatores genéticos importantes, principalmente dos
genes do complexo MHC.



A inducao experimental de artrite em animais permitiu grandes avangos na
compreensao dos seus mecanismos patogénicos, mas também mostrou a complexidade
da doenca. A artrite experimental pode ser desencadeada por agentes inespecificos e
em seguida recrutar células do sistema imune adaptativo. Os linfocitos T especificos para
GPI-6 quando transferidos para animais ndo manipulados n&do induzem artrite, mas o
soro dos animais K/BxN induz um quadro sistémico grave quando transferido. A
reatividade ao colageno precede o aparecimento da patologia em pacientes reumaticos,
e nem sempre pode ser diretamente relacionada ao quadro clinico (Fujii et al., 1992;
Cook et al., 1996). Portanto, ainda que muitos mecanismos na artrite estejam
esclarecidos, a compreensdo dessa patologia ainda é incompleta.

Os diferentes modelos da inducdo experimental de artrite favorecem um ou mais
aspectos da patologia em humanos. Nosso estudo é focado no aspecto autoimune da
artrite, assim o modelo usado deve priorizar a reproducédo desses aspectos patoldgicos.
Backstrom e Dahlgren desenvolveram uma metodologia de imunizagdo com colageno
junto a outro antigeno em modelo crénico de artrite que dispensa a demanda de uma
linhagem especifica (Backstrom e Dahlgren, 2008). Esse modelo reproduz aspectos

autoimunes fundamentais da doengca em humanos, incluindo o fator reumatoide.

1.3. Autoimunidade Patologica

As doencas autoimunes decorrem da quebra de tolerancia imunoldgica e da perda
de diversos mecanismos reguladores e supressores da inflamacao. A toleréncia central
se desenvolve nos érgédos linfoides primarios, i.e. medula éssea e timo. Durante esse
desenvolvimento linfécitos imaturos que apresentam uma afinidade muito alta para
componentes proprios sdo eliminados. Os processos de tolerancia periférica além de
contarem com mecanismos de delecéo celular, incluem também linfécitos e citocinas
reguladoras da inflamacéo (Nemazee, 2006).

Falhas na delecdo e controle desses linfocitos especificos para componentes
préprios resultam na inflamacéo cronica e destruicdo de orgaos e tecidos. O alvo da
doenca autoimune é relacionado a especificidade dos linfocitos patogénicos (Asano et
al., 1996). Por exemplo, na miastenia gravis, 0 autoantigeno alvo sdo o0s receptores
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nicotinicos musculares. Mas algumas doencas autoimunes apresentam autoantigenos
alvo mais variaveis, como as diferentes proteinas das células 3 na diabetes tipo I. A
ocorréncia de duas doencas autoimunes simultdneas é raramente observada. N&o existe
uma causa Unica para falhas na tolerancia, mas geralmente uma associacao de fatores
genéticos e ambientais (Goodnow et al., 2005).

A susceptibilidade genética das doencas autoimunes € frequentemente ligada ao
gene HLA indicando a relevancia de intera¢cdes moleculares e bioquimicas entre o MHC
e 0 peptideo na apresentacdo de antigenos e no desenvolvimento de linfécitos T
efetores. Os genes HLA-DR1 e HLA-DR4 s&o associados ao desenvolvimento de artrite
(Mcmichael et al., 1977). No entanto, assim como nas demais doengas autoimunes, a
presenca desse gene ndo € capaz de causar a doenca. Estudos com irmaos gémeos
mostraram que a genética ndo é a Unica determinante no desenvolvimento da artrite (Aho
et al., 1986). Tabagistas portadores do HLA-DR4 estarem entre as populagées mais
propicias ao desenvolvimento de AR demonstra a conjuncdo de fatores ambientais e
genéticos como um fator determinante (Klareskog et al., 2006).

A importancia do MHC é evidente também em camundongos. Os genes que
codificam o MHC nesses animais sdo nomeados H. A capacidade da linhagem DBA em
desenvolver artrite quando imunizada com colageno tipo Il € relacionada aos haplétipos
H-29 e H-2" (Brand et al., 1996; Rosloniec et al., 1996). Esses animais sao resistentes a
inducdo de artrite com proteoglicanos, ao contrario dos camundongos da linhagem
BALB/c que sdo portadores de H29 (Glant et al., 2003). Camundongos transgénicos que
expressam HLA-DR1 e HLA-DR4 humanos também apresentam reatividade a
imunizacdo com colageno tipo Il e desenvolvimento da artrite reproduzindo inclusive a
associacao ao sexo feminino (Taneja et al., 2007). A diferenciacao estrutural envolvendo
a ligacéo de peptideos de colageno tipo Il a essas moléculas ja foi mostrada atraves de
cristalografia (Rosloniec et al., 2006). Apesar da influéncia genética na reatividade ao
coldgeno, essa associacao ndo é absoluta nem determinante. Nem mesmo a reatividade
ao colageno é determinante no desenvolvimento da artrite, sendo observada também em
outras doencas.

A especificidade da autoimunidade patogénica na AR pode ser considerada mais
elusiva que em outras doencas autoimunes. Muitos antigenos ja foram observados na
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geracédo e perpetuacgdo na resposta de linfocitos T, como produtos virais e bacterianos,
incluindo a HSP65 (Kaufmann et al., 1987; Fujinami et al., 1988) assim como proteinas
préprias, principalmente as mais abundantes nas articulacées, como proteoglicanos e
colageno tipo Il (Cope et al., 1999). No liquido sinovial obtido de pacientes reumaticos,
€ possivel encontrar linfécitos especificos para essas proteinas (Londei et al., 1989).
Com esses antigenos é possivel induzir artrite experimental em diferentes espécies,
como ratos, camundongos e macacos. A reatividade ao colageno tipo Il € a mais evidente
em pacientes e modelos experimentais, mas essa especificidade ainda ndo pbéde ser
estabelecida como o fator primario no estabelecimento da AR (Holmdahl et al., 1993;
Brand et al., 2003).

A reatividade para o colageno tipo Il nem sempre pode ser relacionada a gravidade
dos sintomas clinicos de pacientes (Nielen et al., 2004). Em modelos de doencas
autoimunes, a transferéncia de linfocitos T especificos para componentes proprios induz
a doenca em camundongos naive. A transferéncia de linfocitos T especificos para
colageno tipo Il ndo induz um quadro patolégico completo, mas a transferéncia de
anticorpos anti-colageno € capaz de induzir degeneracdo severa da articulacéo
(Trentham et al., 1978; Stuart et al., 1983; Holmdahl et al., 1985). Mesmo que linfocitos
T especificos para colageno ndo sejam necessariamente os desencadeadores da artrite,
esse tipo celular esta presente e é fundamental na manutencao e desenvolvimento da
doenca.

Os modelos animais demonstram a complexidade da reatividade na artrite. Os
diversos modelos de artrite desencadeados por adjuvantes apresentam linfécitos T
patogénicos e especificos para componentes da articulacdo. A artrite no camundongo
K/BXN é desencadeada por um antigeno constitutivo expresso em todos 0s tipos
celulares, GPI-6. Ainda assim a patologia desenvolvida € localizada principalmente na
articulacéo e, em certo estagio, a especificidade para o colageno tipo Il passa a estar
presente em linfécitos T e anticorpos. A imunizagdo com GPI-6 induz artrite somente em
camundongos DBA/1, a linhagem suscetivel a inducdo da doenca com colageno
(Schubert et al., 2004). Apesar de demonstrar a complexidade envolvendo o sistema

imune adaptativo e o desenvolvimento da artrite, a GPI-6 ndo é um antigeno relevante



na doenca em humanos (Kassahn et al., 2002). O fator que determina a suscetibilidade
das articulagcbes ao desenvolvimento patologico ainda resta por ser determinado.

Existem ainda outros anticorpos especificos para componentes préprios relevantes
na AR. O Fator Reumatoide (FR) e Anticorpos Anti-Peptideos Citrulinados Ciclicos (Anti-
CCP) estdo presentes no soro de pacientes reumaticos e contribuem com a gravidade
da doenca. O Fator Reumatoide (FR) é um anticorpo (IgG ou IgM) especifico para regiao
constante da imunoglobulina da IgG (Litwin e Singer, 1965). A deposicdo desses
imunocomplexos pode ativar macrofagos e o sistema complemento e esta diretamente
relacionada aos sintomas sistémicos da AR (Borretzen et al., 1997). O FR pode ser
relacionado ao estado clinico e ao aparecimento dos sintomas de forma mais confiavel
gue a reatividade ao colageno.

Os Anticorpos Anti-Peptideos Citrulinados Ciclicos sdo especificos para epitopos
contendo citrulina, um aminoacido ndo incorporado em proteinas durante a sintese
proteica, sendo gerado através da modificacdo de residuos de arginina pela enzima
arginina-peptidil-desaminase (PAD). Essa modificacao pode ser relacionada a processos
inflamatorios e existem evidéncias de que apenas a enzima PAD derivada de bactérias
€ capaz de gerar epitopos imunogénicos (Chatfield et al., 2009).

Tanto o FR quanto os anticorpos anti-CCP séo usados em diagndsticos seroldgicos
de AR, sendo que o ultimo é um teste mais sensivel e detectavel em cerca de 70% dos
pacientes reumaticos (Avouac et al., 2006). A relacédo dos anti-CCP com a gravidade dos
sintomas é mais direta que a observada em relacéo ao FR (Puszczewicz e lwaszkiewicz,
2011). Apesar de muitos mecanismos patolégicos estarem descritos para ambos os
anticorpos na AR, eles também ndo podem ser considerados agentes desencadeadores
da doenca. O FR também esta presente no lUpus eritematoso sistémico, em outras
doencas reumatoides e também em varias infec¢ces. O anti-CCP mesmo sendo mais
especifico e relacionado ao prognostico, seu desenvolvimento € associado a processos
inflamatorios e infecciosos fora da articulagéo.

Apesar da especificidade elusiva, a AR é uma doenca baseada na autodestruicdo
perpetuada por linfécitos e anticorpos. Os fatores ou antigenos que déo inicio a artrite

sdo complexos. Esta claro que a conjuncdo de varios fatores € necessaria para a
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ocorréncia da artrite reumatoide, mas a compreensdo desse quadro € essencial ao
desenvolvimento de novas terapias.

A quebra da tolerancia precede o aparecimento dos sintomas localizados na
membrana sinovial, em alguns casos por anos. Esse e outros fatores indicam que o inicio
da autoimunidade na AR se desenvolve antecipadamente em locais diferente das
articulacoes, incluindo as mucosas. Essas caracteristicas abrem possibilidades para
uma abordagem preventiva diversa das terapias convencionais.

Os tratamentos convencionais para artrite sdo baseados em anti-inflamatorios,
corticoides e drogas modificadoras da artrite. Esses farmacos ndo sdo capazes de mudar
a progressao da artrite e sdo restritos ao alivio dos sintomas. Além disso, 0 uso crdnico
dessas drogas esta vinculado a graves efeitos colaterais como imunossupressao e

suscetibilidade a tumores.

1.4. Tolerancia Oral como alternativa terapéutica

A primeira teoria explicativa para a tolerancia imunoldgica aos auto componentes
foi idealizada por Burnet na metade do século XX. Burnet propés, na sua Teoria da
Selecao Clonal, gue o mecanismo fundamental para o estabelecimento da toleréncia aos
auto componentes seria a delecao clonal de linfocitos especificos para componentes
préprios (Burnet, 1976). Um pouco antes dele, Medawar havia demonstrado o vinculo
entre a rejeicdo de transplante de tecidos ao desenvolvimento dos leucdcitos (Billingham
et al., 1956) e cunhado o termo “tolerancia imunoldgica”. Esses estudos marcaram a
compreensao da tolerancia como um processo vinculado a delecdo de linfécitos.

Linfécitos apresentando propriedades supressoras comecaram a ser descritos na
década de 70, dando inicio a nocao de células T regularem ativamente a atividade
inflamatéria e conduzir a tolerancia (Gershon e Kondo, 1970). Uma das consequéncias
da timectomia é o desenvolvimento de autoimunidade patogénica, demonstrando o papel
celular ativo dos linfécitos T, muito além da dele¢éo celular (Sakaguchi et al., 1982). Nos
anos 80, foram descritos linfocitos T especificos e inespecificos capazes de atividade
supressora (Green et al., 1983; Sakaguchi et al., 1985). Alguns fenotipos e mecanismos
como secrecao de fatores supressores foram observados mais tarde (Green et al., 1983;
Sakaguchi et al., 1995). Mas investigacdes nessa area se interromperam nas proximas

11



décadas, provavelmente devido a limitag&o tecnoldgica necesséria para 0 conhecimento
de mecanismos e marcadores especificos. Somente no final da década de 90, esses
fatores foram esclarecidos e linfocitos T reguladores (Trec) foram finalmente
estabelecidos na compreensao do sistema imune (Sakaguchi, 2000).

Atualmente estd bem estabelecido que a tolerancia imunoldgica deriva néo
somente da delecéo clonal, mas também da atividade direta de linfécitos reguladores. A
populacdo de Trec emprega uma série de mecanismos que podem agir de forma
especifica ou inespecifica para o antigeno, sendo capaz de controlar a inflamacéao
através da delecao de outros leucécitos ou pela modulacdo de mediadores inflamatérios.
Em 2003, foxp3 foi descrito pelo grupo de S. Sakaguchi como o principal fator de
transcricdo envolvido na diferenciacédo dos linfocitos Trec € no desenvolvimento do seu
fendtipo regulador (Brunkow et al., 2001; Fontenot et al., 2003). A expressao de foxp3
pode ser induzida em linfocitos naive e também em efetores, sendo capaz de desativar
a producdo de diversas citocinas inflamatérias e outros fatores de transcricdo
relacionados a inflamacé&o (Hori et al., 2003). Os linfocitos Trec podem mediar sua acéo
supressora por contato celular ou pela producgéo de citocinas como IL-10 e o TGF-B, que
séo as principais citocinas inibidoras da inflamacao (Kehrl et al., 1986; Mosmann, 1991;
Curotto de Lafaille and Lafaille, 2009).

A IL-10 e o TGF-B sdo capazes nao somente de suprimir o processo inflamatorio
em diversos tipos celulares, mas também estdo envolvidas na inducao da diferenciacédo
de outros linfécitos reguladores. A supressao através de citocinas pode ocorrer atraves
de mecanismos mais indiretos. A IL-2 é fundamental para a atividade celular de linfocitos
ativados e os Treg podem expressar uma versdo do receptor de IL-2 (CD25"9") de alta
afinidade (Jordan et al., 2001). O consumo de grande parte dessa citocina livre no meio
extracelular reduz a atividade de linfécitos ativados. A exaustdo de mediadores e
recursos envolvidos na atividade celular € um dos mecanismos efetivos na regulacdo e
supressdo. Outro mecanismo seria via interferéncia na proliferacdo de linfocitos por
células dendriticas. O triptofano € um aminoacido essencial para o metabolismo de
linfocitos ativados e células dendriticas tolerogénicas podem expressar na sua superficie
a enzima indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) que catalisa a degradagéo do triptofano no

meio extracelular (Pallotta et al., 2011). A deplecdo desse aminoéacido livre no meio
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extracelular pode inibir a proliferacé@o celular e induzir a diferenciagdo de linfécitos com
propriedades reguladoras.

O contato celular direto também pode ser um mecanismo empregado pelos
linfocitos T reguladores. O CTLA-4 e o PD-1L séo proteinas expressas na superficie de
alguns linfécitos Treg e capazes de induzir apoptose e inibicdo da atividade celular
diretamente através de contato (Paust et al., 2004). Outro mecanismo envolvido na
interacéo intercelular € mediado pela inducdo da apoptose e secrecdo de granzinas
(Janssens et al., 2003; Zhao et al., 2006).

Os mecanismos pelos quais os linfocitos Treg controlam a inflamac¢éo continuam
sendo descritos. As citocinas secretadas por esses linfocitos alteram o curso da
inflamacéo em diversos tipos celulares desde leucécitos até células epiteliais. Aléem de
reduzir a inflamacédo e suprimir diretamente a atividade de outros linfécitos, os Treg
mantém a tolerancia associada a antigenos préprios.

O desenvolvimento dos linfécitos reguladores se da de diferentes maneiras
resultando em diversos fendtipos. Linfocitos Trec podem ser originados no timo a partir
de linfocitos imaturos, sdo classificados como naturalmente reguladores ou timicos
(tTreg). Na periferia a diferenciacdo em Treg pode ser a partir tanto de linfocitos naive
qguanto de linfécitos efetores, e séo classificados como induzidos ou periféricos (pTreg).
A especificidade dessas populacdes difere e também seu papel fisioldgico (Shevach e
Thornton, 2014; Yuan et al., 2014).

Os linfocitos pTreg induzidos na periferia estdo associados a diminuicdo do
processo inflamatério em curso. Como se diferenciam a partir de linfocitos periféricos sua
especificidade é ampla. JA os linfocitos tTreg sendo diferenciados no timo séo
especificos para componentes proprios. E essa especificidade ndo é restrita apenas aos
antigenos tipicos das células do timo. O fator de transcricdo AIRE induz a expresséo de
antigenos extra timicos que garante a diversidade no processo de selecao clonal. (Lin
et al., 2016). Os linfécitos tTreg estdo envolvidos na manutencdo da tolerancia aos
autoantigenos. Mas esses processos ndo sao excludentes. A supressao induzida por um
linfocito induz a diferenciacéo e manutencao de outros linfécitos reguladores (Curotto De
Lafaille e Lafaille, 2009).
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Existem diferentes classificacdes quanto ao fenoétipo diferencial dos linfécitos
reguladores. Weiner et. al propdem cinco classes de linfécitos T reguladores. Os
linfocitos que expressam foxp3 induzidos na periferia ou no timo sdo duas classes que
podem ser diferenciadas. Os Trl sdo diferenciados por células dendriticas produtoras de
IL-27 junto ao TGF-B, e sdo produtores de IL-10. O Tnu3 expressa o pro-peptideo
associado a laténcia (LAP) que é capaz de ligacdo ndo covalente a regido terminal do
TGF-B (Chen, M. L. et al., 2008). Linfécitos T CD8* reguladores podem expressar foxp3,
CD25 ou LAP. Os mecanismos usados por essas cinco classes de Treg variam de acordo
com as condi¢gbes em que sao induzidos (Weiner et al., 2011).

Deficiéncias nesses processos reguladores estao associadas a diversas doengas
inflamatorias, autoimunes e alérgicas. Esses comprometimentos estdo evidentes em
defeitos genéticos presentes em humanos ou induzidos em camundongos. A doenca
genética IPEX advém de defeitos no gene FOXP3 e os portadores desenvolvem
autoimunidade generalizada contra multiplos 6rgdos e dermatite alérgica (Bennett et al.,
2001). O camundongo geneticamente modificado “scurfy” replica a deficiéncia de foxp3
e apresenta muitos dos fendtipos dos pacientes IPEX. A transfusdo de linfécitos
reguladores nesses camundongos previne o desenvolvimento do quadro patoldgico
(Brunkow et al., 2001).

Existe comprometimento da fun¢éo dos linfécitos Treg na AR. Andlises gendmicas
encontraram associacfes em lécus génicos envolvidos no desenvolvimento de linfocitos
reguladores, inclusive no foxp3 (Xiao et al., 2016). O sangue de pacientes reumaticos
apresenta maior quantidade de linfécitos Thl7 em relagdo aos Treg (Niu et al., 2012).
Porém, em comparacdo com individuos saudaveis, a quantidade de Treg foi semelhante
(Liu et al., 2005). No liquido sinovial de pacientes, a frequéncia de linfocitos efetores é
maior do que a quantidade de linfocitos reguladores (Jiao et al., 2007; Moradi et al.,
2014). Mas, em algumas ocasifes, mesmo com alta frequéncia de Treg ainda existe
patologia. Isso porque a inflamacéao pode alterar a efetividade dos linfécitos reguladores.

O TNF-a inibe a sinalizacao por fosforilagcdo do Foxp3, diminuindo a propriedade
reguladora dos Treg (Bromberg, 2013). Ja foi demonstrado que linfocitos reguladores
CD4*CD25* periféricos e presentes na cavidade sinovial de pacientes reumaticos
apresentam capacidade inibitéria de linfocitos efetores reduzida (Cao et al., 2003; Cao
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et al., 2004; Mottonen et al., 2005; Cao et al., 2006). A inflamacédo crdonica também pode
tornar linfocitos efetores refratérios a regulacéo pelos Treg, o que ja foi observado na
artrite e em outras condicdes inflamatorias (Nie et al., 2013; Moradi et al., 2014). Mesmo
guando os Trec Se encontram em altas quantidades e com fenotipos favoraveis, a
inflamacéo pode tornar os linfocitos efetores cronicamente ativados (Herrath et al., 2011;
Wehrens et al., 2011). O tratamento com anticorpo anti-TNF-a ou IL-6 reduz a frequéncia
de linfocitos Tul7 e aumento de linfocitos Treg (Nadkarni et al., 2007; Mcgovern et al.,
2012). A frequéncia e o fenotipo dos Trec ja foram associados a gravidade dos sintomas
(Sempere-Ortells et al., 2009; Kawashiri et al., 2011). A reducéo da inflamacgé&o induzida
pelos tratamentos convencionais pode influenciar a capacidade supressora dos linfécitos
Trec. Experimentos in vitro demonstraram a capacidade do quimioterapico metotrexato
em aumentar a diferenciacéo de Trec em pacientes reumaticos (Lina et al., 2011).

Ainda existem algumas contradicbes na observacédo sobre efeitos e defeitos na
funcdo supressora dos Trec durante a artrite, 0 que pode ser relacionado as diferentes
metodologias usadas em cada estudo. Mas o0 papel desse tipo celular e suas falhas no
desenvolvimento patolégico estdo relativamente bem estabelecidos. Os diversos
fenétipos e mecanismos dos Trec podem ter diferentes resultados na capacidade de
supressédo da inflamacéo (Yuan et al.,, 2014). Da mesma forma, a diminuicdo de
mediadores inflamatorios pode alterar a efetividade da supressao.

O potencial terapéutico de linfocitos Trec estd demonstrado de diversas formas em
diferentes modelos animais de artrite. A transferéncia de linfocitos Trec Singénicos
inespecificos diferenciados ex vivo foi capaz de inibir a artrite induzida por colageno (AIC)
em camundongos (Morgan et al., 2005). A delecdo desses Trec piorou a artrite induzida
por colageno e sua reposicao reverteu essa piora (Frey et al., 2005). A transfeccéo de
células ex vivo e in vivo com foxp3 e TGF-f foi capaz de aumentar a frequéncia de Trec
e diminuir a patologia da artrite experimental (Wright et al., 2009; Haque et al., 2010; Park
et al.,, 2011). Existem ainda outras abordagens capazes de induzir a diferenciacao de
linfécitos Trec. Anticorpos como anti-CD3 e anti-CD4 ja demonstraram esse efeito em
diferentes modelos de artrite (Duarte et al., 2010; Notley et al., 2010). A manipulacéo
epigenética indutora de Trec também foi capaz de diminuir os sintomas (Saouaf et al.,
2009; Huang et al., 2012). O aumento de Trec foi associado a diminuicdo dos sintomas
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na atrite experimental através de métodos menos diretos, como lipossomos
blogueadores de NFkB, inibidores de ROR-y e peptideo vasoativo intestinal. A inducao
de linfocitos Trec através de terapia génica e manipulacdo ex vivo de células tronco
mesenquimais e dendriticas também tem sido estabelecida como uma abordagem
eficiente (Chen, G. et al., 2008; Capini et al., 2009; Deng et al., 2010; Solt et al., 2012).

Esses procedimentos, no entanto, dependem de procedimentos hospitalares
complexos. Além disso, apresentam um custo muito elevado com agentes como
anticorpos monoclonais e peptideos sintéticos. A aplicacdo endovenosa do anticorpo
anti-TNF-a até o momento tem sido utilizada como a terapia alternativa mais bem-
sucedida em procedimentos clinicos. Ela apresenta bons resultados, incluindo a
supressédo de grande parte dos sintomas e mesmo a regressao da artrite. Porém, além
do custo elevado, a aplicagdo do anticorpo deve ser continua, assim como nos
tratamentos convencionais, caso contrario a progressdo da doenga rapidamente retoma
seu curso (Smolen e Emery, 2011).

Outros anticorpos capazes de induzir a diferenciacédo de Trec estado sendo testados,
mas possivelmente as mesmas restricdes encontradas no anti-TNF-a estaréo presentes
(Konig et al., 2016). Portanto, a aplicacao da regulacao e da tolerancia imunolégica como
um procedimento terapéutico ainda necessita de uma abordagem viavel e de facil
aplicacdo. A forma mais promissora pode ser através do reforco de processos fisiologicos
gue envolvem esse tipo de resposta. E a fisiologia da tolerancia imunolégica é fortemente
associada as mucosas.

As mucosas sao compostas por uma camada de células epiteliais, lamina propria e
tecido conjuntivo que revestem as cavidades internas que permanecem em contato com
0 meio externo, como pulmé&o, trato intestinal e urogenital. Locais como o intestino e os
pulmdes tem papel fundamental de troca constante com o meio, o que também torna
esses locais vulneraveis. A grande maioria das infec¢des por patdgenos tem inicio nas
mucosas, 0 que demanda uma resposta eficiente do sistema imune. Os linfocitos
localizados nesses locais apresentam fenotipos de ativagéo cronica e também grande
frequéncia de Trec (Brandtzaeg, 2007; 2009b).

O tecido linfoide associado a essas superficies (Mucosal Associated Lymphoid
Tissue — MALT) concentra a maior parte das células e componentes do sistema imune
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presente no organismo. Além disso, o sistema imune das mucosas apresenta varias
caracteristicas diferenciais do sistema periférico (Brandtzaeg, 1998; 2009a). Essas
superficies séo locais de intensa e continua exposicao infecciosa e antigénica, portanto
a atividade imunoldgica e inflamatoria € fundamental para a protecédo desses locais. Mas
também é o controle dessa resposta, € 0s mecanismos de tolerancia periférica sao
fundamentais nesse controle. A constituicdo do sistema imune associado as mucosas €
diretamente relacionada a regulacdo da inflamacdo e manutencdo do equilibrio
fisiologico. As mucosas apresentam as maiores concentracfes de IL-10 e TGF-B, que
mantém a populacao de linfécitos reguladores (Brandtzaeg et al., 2008).

A IL-10 e o TGF-B induzem a diferenciagéo de linfocitos Treg e também interferem
na atividade de outros leucocitos. Macréfagos e células dendriticas sdo fundamentais na
apresentacao de antigenos e na diferenciacao de linfocitos T. E os fendtipos induzidos
nessas ceélulas pela IL-10 e o TGF-B sdo determinantes no equilibrio das mucosas. A
concentracdo de componentes regulatérios e inflamatérios é fundamental para que a
mucosa possa responder a patdgenos e evitar a autoagressao. Os linfocitos Tul7 séo
grandes recrutadores de eosinofilos e mecanismos protetores contra infec¢cdes. Mas nas
mucosas o seu equilibrio junto aos linfécitos reguladores é necessario para manutencao
fisiolégica (Dubin e Kolls, 2008; Khader et al., 2009). As citocinas sdo fundamentais no
equilibrio TH17/Trec, 0 TGF-B junto com IL-6 induz a diferenciacéo de Tul7, ja o TGF-B
por si s6 ou com IL-10 e IL-2 induz a diferenciacdo de Trec (Afzali et al., 2010). Existe
ainda um fendtipo intermediario entre o Thl7 e 0 Trec influenciado pela concentracao
dessas e de outras citocinas (O'connor et al., 2010). A reciprocidade na diferenciacéo
desses tipos celulares é fundamental nas mucosas e ainda mais na intestinal. Alteracées
qgue favorecem a inducédo de Tn17 estdo envolvidas com o desenvolvimento de doencgas
autoimunes, inclusive na artrite em humanos e experimentais (Kobezda et al., 2014).

O intestino é o local onde os mecanismos de tolerancia periférica ocorrem mais
frequentemente. A regulacdo e inibicdo da resposta inflamatoria do sistema imune em
relacdo aos antigenos derivados da alimentacdo e microbiota € conhecida como
tolerancia oral (Weiner, 1994). Esse tipo de tolerancia periférica é a atividade imunolégica

e fisioloégica mais intensa e continua do corpo.
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A mucosa gastrointestinal € a maior superficie do corpo humano e, junto ao pulmao,
€ a principal area de trocas com 0 meio externo. Essa superficie esta em contato
constante com antigenos naturais presentes nos alimentos e na microbiota intestinal. O
ser humano ingere cerca de 130-190 gramas de proteinas por dia (Brandtzaeg, 1998).
Além dos antigenos da dieta, o intestino abriga a maior comunidade microbiana presente
no organismo (Donaldson et al., 2016). Estima-se que a microbiota intestinal contém
cerca de 10 bactérias, uma ordem de grandeza acima do nimero de células do corpo
humano. Ao contrario da epiderme, o epitélio intestinal € mais permeavel e ativamente
envolvido na captacdo de nutrientes e antigenos (Mowat, 2003; Suzuki, 2013). Essa
exposi¢do intensa e continua deve ser controlada de forma fisiologica pelo sistema
imune.

O tecido linfoide associado a mucosa intestinal (Gut Associated Lymphoid Tissue -
GALT) apresenta a maior concentragdo de componentes do sistema imune. Além dos
tecidos linfoides organizados linfocitos estdo presentes entre as células epiteliais e na
lamina propria. Os linfocitos intraepiteliais e os produtores de imunoglobulinas
localizados no intestino sdo mais numerosos que no restante do corpo (Brandtzaeg,
2009b; a). A imunoglobulina isotipo A (IgA) é predominante nas mucosas, e apresenta a
propriedade de nédo induzir respostas inflamatorias (Fagarasan et al., 2010). A IgA e a
IgM séo ativamente secretadas na luz intestinal. Junto a camada de muco presente na
mucosa, essas imunoglobulinas revestem microrganismos, contribuindo para o controle
mecanico (Macpherson et al., 2008).

Os linfonodos mesentéricos sdo 0os maiores do corpo. O GALT conta também com
as Placas de Peyer e foliculos linfoides. As Placas de Peyer sdo aglomerados de tecidos
linfoides localizados na lamina préopria do intestino delgado e visiveis a olho nu
(Brandtzaeg, 2009a). Essas placas sdo fundamentais no inicio da resposta imune
intestinal e apresentam mais linfocitos B que os linfonodos periféricos. Os foliculos
linfoides sdo microscopicos e podem ser encontrados no intestino delgado e grosso. Ao
contrario das placas de Peyer, esses foliculos se desenvolvem apds o nascimento. O
epitélio associado aos foliculos linfoides e as placas de Peyer incluem as células M, um

tipo diferenciado de epitélio especializado em captacdo de antigenos presentes na luz

18



intestinal. Os foliculos e as placas de Peyer sdo conectados entre si e aos linfonodos
mesentéricos atraves de dutos linfaticos (Brandtzaeg, 2007; Brandtzaeg et al., 2008).

Antigenos presentes nas superficies mucosas podem ser transportados atraves do
epitélio intestinal e processados anteriormente ao contato direto com o sistema imune.
As placas de Peyer e os foliculos linfoides s@o especializados na captacdo de antigenos
a partir do lumen intestinal. A membrana de células basais de uma célula M apresenta é
associada a linfécitos e células dendriticas. As células dendriticas sdo capazes de
transportar os antigenos captados nas células M e processa-los para apresentacao a
linfécitos T nas placas de Peyer. As condicbes em que ocorrem esSes Processos
favorecem a diferenciacdo de linfocitos B secretores de IgA e Trec (Fagarasan et al.,
2010).

Linfécitos naive chegam as placas de Peyer e aos linfonodos mesentéricos pelas
vénulas de endotélio alto. A localizacdo e migracdo de leucdcitos sdo controladas por
quimiocinas e moléculas de adesao. Linfocitos naive expressam o receptor CCR7 que
respondem as quimiocinas CCL21 e CCL19 produzidas pelos tecidos linfoides. A
ativacdo dos linfocitos naive altera a expressdo desses receptores e induzem a
localizacdo celular. A localizacao intestinal de linfécitos ativados € determinada pela
expressao da molécula de adesao a4:37. Essa integrina liga-se a adressina vascular de
mucosa MAdCAM-1, que € encontrada nas células endoteliais que revestem 0s vasos
sanguineos da parede intestinal. A manutencdo dos linfocitos ativados no intestino é
através da do receptor CCR9 e a quimiocinas ligante CCL25, expressa exclusivamente
pelos tecidos intestinais. Mas existem outros ligantes para CCR9 expressos em outras
mucosas. O MAdCAM-1 também é uma adressina comum a todas as mucosas. De modo
gue as células ativadas na mucosa intestinal podem migrar, tornando as mucosas
interligadas (Pabst et al., 2008; Rescigno e Di Sabatino, 2009; Schulz et al., 2009).

As células dendriticas séo fundamentais no processo de ativacdo e diferenciacao
de linfécitos T podendo ser consideradas como grandes intermediadoras das
propriedades locais dos tecidos sobre os linfocitos. As células dendriticas sao
abundantes nas mucosas e diversas subpopulacfes locais tém sido descritas. As
caracteristicas dessas ceélulas refletem a sua localizagdo na mucosa. As células
dendriticas associadas as células M sdo CD11b+ e respondem rapidamente a estimulos
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infecciosos. Outra populagéo de células dendriticas também associada aos foliculos e
placas de Peyer expressa CD8a e responde a estimulos infecciosos secretando altas
guantidades de IL-12. Células dendriticas sdo abundantes também na parede intestinal
e apresentam grande variedade de fendtipos, inclusive uma morfologia intermediaria a
macréfagos. Essas células empregam diferentes mecanismos de captagdo de antigenos
da luz intestinal sem perturbar o epitélio (Rescigno e Di Sabatino, 2009).

As células dendriticas localizadas lamina prépria sdo grandes mediadoras da
tolerancia aos antigenos derivados de proteinas alimentares. Uma subpopulacéo das
células dendriticas localizadas na Iamina propria expressa aef37 (CD103) e o receptor de
quimiocina CCR7. Entdo a migragédo de células dendriticas CD103* ndo depende da
presenca de patdgenos ou outros estimulos inflamatérios, embora seja aumentada por
esses eventos (Schulz et al., 2009). De forma que a captacdo e apresentacdo de
antigenos por essas células € um processo fisiol6gico constante.

As células dendriticas da lamina propria respondem fracamente a estimulos
inflamatorios, como a ativacédo dos TLR (Toll-like receptors) e produzem IL-10 e TGF-.
As células dendriticas CD103* também expressam desidrogenases retinais (RALDH)
capazes de converter a vitamina A em &cido retinoico. Que € capaz de induzir e
expressdo de CCR9 e da integrina a4:B7 em linfécitos, direcionando sua localizacao para
a mucosa. Algumas das células dendriticas CD103* também podem expressar a enzima
IDO (Del Rio et al., 2010). Por serem capazes de produzir acido retinoico, IL-10 e TGF-
B, essas células dendriticas sdo eficientes na indugdo de linfécitos Treg foxp3. Em
condicdes fisiolégicas, macrofagos e células epiteliais do intestino também produzem IL-
10, TGF-B e outros mediadores da supressao e regulacdo como PGE-2, contribuindo
para o estabelecimento da tolerancia. A geracéo de linfécitos T reguladores especificos
para antigenos ingeridos capazes de atuar sistemicamente é um dos principais
fundamentos da tolerancia oral (lwata et al., 2004; Coombes et al., 2007; Iwasaki, 2007).

A relacdo entre ingestdo de antigenos capazes de suprimir processos patolégicos
pode ser encontrada na literatura desde o século XIX. Existem relatos de populagfes de
nativos norte-americanos ingerindo ervas relacionadas ao género Rhus para diminuir a
urticaria. Em 1910 e 1911, foram testados os primeiros procedimentos de
dessensibilizagéo por via oral na alergia ao leite e ao ovo (Mowat et al., 2004). Esse
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processo também foi testado na alergia a medicamentos (Chase, 1946). No entanto, nas
proximas décadas, as investigacfes nessa area nao foram numerosas. Na década de
70, a capacidade supressora de antigenos aplicados via oral foram experimentalmente
investigadas. Vaz e colaboradores demonstraram que a gavagem com antigeno foi
capaz de prevenir a producdo de anticorpos especificos para esse antigeno quando
utilizado em imunizacdo com adjuvante (Vaz et al., 1977).

A capacidade da tolerancia oral em prevenir processos patoldgicos foi estabelecida
em diversos modelos experimentais, incluindo doencas autoimunes (Faria e Weiner,
2005). A ingestao prévia de um antigeno previne o desenvolvimento da patologia quando
induzida pela imunizagdo com o mesmo antigeno. Esse efeito pode ser relacionado ao
aumento de IL-10, TGF-B e de linfocitos Trec (Faria e Weiner, 1999). A transferéncia de
linfocitos T reguladores especificos ou de células dendriticas geradas em animais
tolerizados para animais ndo manipulados induz a supressdo de respostas a esse
antigeno (Da Cunha et al., 2004; Nagatani et al., 2006).

Potencialmente todos os tipos de respostas especificas podem ser suprimidas pela
tolerancia oral. Mas respostas Tn2 sdo mais dificeis de serem suprimidas do que Trl e
Tul7. O contato com proteinas via mucosa intestinal pode induzir diferentes linfocitos
reguladores, ja foram relatados Trec foxp3*, CD4*CD25*, Trl e Tw3. O linfécito TH3 e 0
TGF-B séo fortemente associados a tolerancia oral (Gandhi et al., 2010). Esse tipo de
Trec pode induzir a diferenciacéo de outros linfocitos e células de fenétipo regulador. Ele
pode também modular a diferenciacdo de células dendriticas em tolerogénicas, que
serao capazes de induzir novos linfécitos T foxp3* em um efeito cascata (Weiner et al.,
2011). O bloqueio dos linfécitos produtores de TGF-f (Th3) com anticorpo anti-LAP
compromete muitos aspectos da tolerancia oral (Da Cunha et al., 2015).

A tolerancia oral € mediada por diversos mecanismos e o regime de ingestao de
antigenos interfere nos resultados. Por exemplo, poucas doses de antigenos em curtos
periodos sé@o capazes de induzir inibicdo de respostas Tr1, e a inibicdo de Tn2 requer
maiores quantidades de antigenos por mais tempo (Faria e Weiner, 1999). A tolerancia
também pode ocorrer na auséncia de tTrec (Mucida et al., 2005), mas depende da
presenca dos linfonodos mesentéricos e da migracao de células dendriticas (Worbs et
al., 2006). Assim, a tolerancia oral € mediada ndo somente por linfécitos T reguladores
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mas também pela operacao fisiologica do tecido linfoide associado & mucosa intestinal
(Pabst e Mowat, 2012).

As proteinas da dieta sdo em sua maioria degradadas em aminoacidos, mas uma
guantidade de peptideos entra em contato com a mucosa e o sistema imune (Bruce e
Ferguson, 1986a; b). De fato, o desenvolvimento completo do tecido linfoide intestinal
depende da exposicdo aos antigenos derivados da alimentacdo (Menezes et al, 2003,
Paula-Silva et al., 2015). Em condicdes fisiologicas as proteinas da dieta geram linfécitos
Trec foxp3* no intestino delgado, que podem ser diferenciados dos Trec induzidos pela
microbiota através da auséncia do fator de transcricdo RORyt (Kim et al., 2016).

J& foi proposto que altas doses de antigeno induzem apoptose de linfécitos T,
enquanto baixas doses induzem linfécitos T reguladores. Essa relacdo ndo é absoluta,
mesmo antigenos ingeridos em grandes quantidades por periodos prolongados induzem
linfécitos T reguladores especificos (Ise et al., 2005; Mirenda et al., 2005). Assim, a
tolerancia oral depende fundamentalmente da ativacéo e diferenciacdo de linfécitos T
com propriedades reguladoras e ndo da simples delecao de clones especificos (Castro-
Junior et al., 2012).

Muitos protocolos usam a gavagem para aplicacdo de quantidades exatas de
antigeno. Mas a tolerancia induzida por esse método é menos robusta do que um regime
de alimentacédo continua, i. e. 0 antigeno contido na comida ou ha agua da mamadeira.
Os efeitos da tolerancia oral induzida pela gavagem apresentam variacées em relacéo a
linhagem de camundongos, assim como sua idade e mesmo o tempo de duracdo. A
alimentacao continua induz um efeito robusto que é duradouro e independe da idade ou
linhagem do camundongo (Faria et al., 2003; Oliveira et al, 2015).

A capacidade dos linfécitos Trec de ampliarem a resposta reguladora induzindo
outros linfdcitos reguladores é associada a um mecanismo conhecido como supressao
indireta (Miller et al.,, 1991). Experimentalmente esse efeito € conseguido pela
imunizacdo conjunta com dois antigenos sendo que um deles foi anteriormente usado
na inducédo de tolerancia. Dessa forma, a tolerancia é estendida ao antigeno para o qual
o animal experimental ndo teve contato anterior. Esse efeito € mediado pela acdo dos
Trec especificos a um antigeno induzindo a diferenciacao de outros linfocitos especificos
em reguladores, principalmente através da producgéo de citocinas. Por isso a supressao
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indireta depende de co-localizacdo espacial e temporal com linfocitos Trec j&
diferenciados (Wildner e Thurau, 1995).

A ingestdo de antigenos é a forma mais eficiente de se induzir mecanismos de
tolerancia periférica, podendo ser aplicada por longos periodos sem induzir efeitos
colaterais. A tolerancia oral foi capaz de induzir beneficios inclusive em doencas que nao
iniciadas pelo sistema imune, mas incluem um componente imunolégico como
aterosclerose, derrame, doenca de Alzheimer e asma (Weiner et al., 2000; Russo et al.,
2001; Maron et al., 2002; Frenkel et al., 2003). Esses efeitos demonstram a capacidade
da supressdo indireta em controlar processos patolégicos. Mesmo que 0 processo
patoldgico ndo seja desencadeado por linfocitos, a inflamacao local pode converter essas
células em patogénicas. A inducgéo de linfécitos Trec especificos para o tecido afetado
pode reverter a inflamacéo.

A capacidade da tolerancia oral em inibir a inducdo de doencas autoimunes foi
demonstrada em uma série de modelos experimentais. Esses modelos incluem
esclerose multipla, tireoidite, sindrome anti-fosfolipide, miastenia gravis e AR (Higgins e
Weiner, 1988; Lee et al., 1998; Weiner, 1999; Krause et al., 2002). A primeira
demonstracdo da tolerancia oral em modelo experimental foi em modelo de artrite
induzida por colageno (Nagler-Anderson et al., 1986).

A ingestao prévia de colageno foi capaz de inibir o desenvolvimento de artrite
induzida por adjuvantes em diferentes modelos (Thompson et al., 1993; Yoshino, 1995;
Ding et al., 2003) demonstrando o papel do coladgeno e da supresséo indireta na artrite.
A toleréncia pela ingestdo de colageno induziu linfécitos Trec produtores de IL-10 e
células dendriticas tolerogénicas (Min et al., 2004; Min et al., 2006). A inoculacao via
nasal também induz a tolerancia (Garcia et al., 1999). Os peptideos mais tolerogénicos
do colageno tipo Il também foram eficientes na inducdo de tolerancia oral (Zhu et al.,
2007; Zhao et al., 2008). A manipulacdo genética de linfocitos B e células dendriticas
para apresentar peptideos de colageno também induziu tolerancia capaz de prevenir a
artrite experimental (Andersson et al., 2016; Tengvall et al., 2016).

Ensaios clinicos aplicando a toleréncia oral em doencas humanas tém produzido
resultados positivos e estudos em fase Il de larga escala estdo sendo conduzidos em
pacientes com esclerose multipla, diabetes tipo 1 e AR. Nenhum desses ensaios
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indicaram toxicidade sistémica ou exacerbacdo de doenca. No comeco dos anos 90,
foram realizados os primeiros estudos clinicos utilizando a toleriza¢éo oral com colageno
tipo 1l de galinha. Alguns pacientes apresentaram alguma melhora e apenas quatro, em
sessenta, apresentaram remissao completa dos sintomas (Trentham et al., 1993).

Em alguns estudos, foram utilizadas doses orais de 0,1 a 0,5 mg de colageno
bovino ou galinaceo em intervalos de um més ou mais, obtendo respostas em poucos ou
nenhum paciente (Barnett et al., 1996; Sieper et al., 1996; Ausar et al., 2001). Outros
ensaios utilizaram quantidades variadas (em pg) diariamente, com respostas variadas,
sendo a mais eficaz 20 pg/dia por 24 semanas (Trentham et al., 1993; Mckown et al.,
1999; Choy et al., 2001). Dentre as doses testadas nesses ensaios clinicos, a resposta
mais eficiente foi obtida com 0,5 mg/dia durante seis meses ou doze semanas. Os
resultados desses ensaios mostraram que as doses maiores aplicadas diariamente
foram mais eficazes.

A tolerancia oral é mais eficiente quando se aplica a proteina de interesse de um
modo semelhante a alimentacdo normal. No entanto, a quantidade de proteina purificada
para tal procedimento em humanos € um fator limitante. Outro fator relevante € que a
tolerancia apresenta melhores resultados quando iniciada previamente ao
estabelecimento da inflamacdo. Nos estudos ja mencionados, os pacientes foram
tratados com anti-inflamatérios convencionais para a artrite. Esses medicamentos
podem comprometer algumas etapas do desenvolvimento imunoldgico, sendo que uma
forma de reduzir a inflamag&o sem imunossupressao seria mais apropriada.

Outros fatores que podem interferir nos resultados sado a especificidade e a
aplicacdo de um unico antigeno. Os modelos experimentais sado geralmente induzidos
com um unico antigeno especifico, enquanto que a doenca em humanos ocorre
espontaneamente em resposta provavelmente a varios antigenos alvo. A inflamacao
desencadeada por um linfocito especifico induz a conversdo de outros linfécitos em
efetores e patogénicos, de forma que mais de um antigeno é envolvido. Na artrite
reumatoide, a variacdo em relacédo a um antigeno especifico € complexa. Mesmo que 0
colageno tipo Il seja altamente relevante, ainda assim n&o pode ser estabelecido como
0 antigeno que desencadeia a artrite. Essa reatividade pode estar presente até mesmo
dez anos antes das manifestacdes clinicas, nem sempre sendo diretamente relacionada
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aos sintomas. Portanto, a aplicacdo de somente um antigeno em baixas quantidades e
de forma intermitente pode interferir nos resultados dos ensaios clinicos de tolerancia
oral em humanos. Uma alternativa € a aplicacdo de proteinas e fatores que sejam
capazes de induzir tolerancia a antigenos que sejam ubiquamente presentes em sitios

inflamados.

1.5. As proteinas de choque térmico (Heat-Shock Proteins)

O processo de selecao clonal ndo € simplesmente binario como ja foi sugerido, mas
esta mais proximo a um gradiente baseado em afinidade. Linfécitos T imaturos portando
receptores TCR que ndo sejam capazes de ligacdo alguma com MHC+peptideo durante
seu desenvolvimento no timo entram em apoptose. Aquelas que apresentam alguma
afinidade se diferenciam em linfocitos naive e deixam o timo ainda ndo ativados. Uma
afinidade mais alta induz a ativacao do linfcito imaturo, que no contexto timico se
diferenciam em linfécitos reguladores naturais. J& um excesso de afinidade também
induz a delecao clonal (Schwartz, 2005; Curotto De Lafaille e Lafaille, 2009).

A ativacdo dos linfcitos efetores que deixam o timo depende ndo s6 do contato
com antigeno, mas também de sinais complementares conferidos por citocinas e
sinalizacdo pelos CD40-L e CD28. Os nTreg deixam o timo em estado diferencialmente
ativado. O estimulo através do TCR induz sua proliferacao e localizacdo (Shevach e
Thornton, 2014).

Os linfécitos reguladores desenvolvidos no timo (tTreg) sdo especificos para
antigenos proprios. Essa especificidade que nao é restrita a antigenos tipicos do timo e
0 seu repertorio estd expandido pela expresséo da AIRE por células da medula timica.
Esse repertério reflete ainda a frequéncia da expressédo de proteinas constitutivas na
atividade celular. Proteinas fundamentais ao funcionamento celular, por exemplo,
envolvidas no metabolismo da glicose, podem ser processadas e peptideos
apresentados no MHC. Assim, esses epitopos sdo amplamente representados no
repertorio de linfécitos T reguladores (Jordan et al., 2001).

As HSP60 sdo chaperoninas celulares envolvidas no dobramento o6timo de
proteinas. Sao constitutivamente expressas e o0 estresse celular eleva essa expressao.
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Estdo presentes em todos os tipos celulares nos trés dominios, Archaea, Eubactéria e
Eucariotos e sao altamente homologas. As HSP60 microbianas sdo classificadas como
HSP65 mas fazem parte da mesma familia que as HSP60 de eucariotos (Gupta, 1995).

As HSP apresentam varios efeitos no sistema imune. As HSP70 e HSP90 tem
funcionalidade imunoldgica direta, envolvidas no processamento e apresentacao de
antigenos. No entanto, até o presente ndo foi descrita uma funcéo intracelular para a
HSP60 ainda assim essas proteinas possuem diversas propriedades imunoldgicas.
HSP60 sdo encontradas no meio extracelular durante processos inflamatérios. O modo
como sao secretadas ainda é investigado, mas pode ser diretamente relacionado ao
dano e destruicao celular. Os processos inflamatérios que induzem a secre¢éo de HSP60
podem ter origens infecciosas ou hiperplasicas, o que possibilita as HSP60 funcionarem
como um tipo de alarmina (Srivastava, 2002; Pockley et al., 2008).

As HSP60 agem sobre leucécitos de diversas maneiras. A exposicdo a essas
proteinas pode alterar a resposta migratéria induzida por quimiotaxia. Assim, elas
funcionam como sinalizadoras inatas em macréfagos e células dendriticas através de
receptores TLR. E sua origem diferencial, HSP65 de patdgenos ou HSP60 de tumores e
células danificadas, pode afetar o resultado dessa ativacao. A exposicdo a HSP60 pode
induzir a maturacéo e diferenciacdo de mondcitos (Basu et al., 2000; Bulut et al., 2002;
Li et al., 2002).

A especificidade para HSP60 enddgena e bacteriana é encontrada em linfécitos T
e B e esta presente em condi¢cbes patoldgicas e saudaveis. Os niveis de anticorpos
especificos aumentam durante processos infecciosos e também durante doencas
autoimunes e inflamatérias como diabetes, artrite, IUpus, esclerose multipla,
aterosclerose e colite (Quintana e Cohen, 2005b). A ligacdo simultanea da HSP60 ao
TLR-4 e ao receptor BCR é capaz de induzir a producdo de anticorpos de maneira
independente de linfécitos T (Cohen-Sfady et al., 2005). Autoanticorpos para HSP60 sao
prevalentes em individuos saudaveis, sendo detectaveis desde o nascimento (Madi et
al., 2009). Existe, no entanto, uma diferenciagdo desse repertério entre individuos
saudaveis e pacientes. Na esclerose multipla, essa diferenca ocorre tanto em relacéo a
afinidade de ligacdo dos anticorpos anti-HSP60 quanto com relacdo a composicédo dos
isotipos desses anticorpos (Quintana et al., 2008).

26



A ativacao de linfécitos B por HSP60 através do TLR-4 pode induzir proliferacdo e
producédo de IL-10 e IL-6 assim como a indugéo de producéo de IgG3 (Cohen-Sfady et
al., 2009). Linfécitos B ativados pela HSP60 apresentam aumento da apresentacéo de
antigenos e inducéo da producéao de IL-10 e IFN-y por linfocitos T. A ativacao, atraves
do TLR-4, foi descrita para a proteina enddégena. A HSP60 também pode tornar os
linfécitos B resistentes a apoptose independentemente da TLR-4 (Zanin-Zhorov et al.,
2006).

O reconhecimento de epitopos de HSP60 e HSP65 também esta fortemente
representado no repertério de linfocitos T na salde e na doenca. Durante processos
infecciosos, ocorre a expansao de clones especificos para HSP60 e HSP65. Essas
proteinas apresentam homologia de mais de 90% e linfocitos T especificos para HSP60
enddgenas podem interagir com HSP65 (Anderton et al., 1995). Peptideos derivados da
HSP60 modulam a diferenciacdo dos linfocitos T através do TLR-2, afetando varios
aspectos (Zanin-Zhorov, Tal, et al., 2005).

Essa modulacdo estd relacionada a varios efeitos benéficos. A infuséo
intraperitoneal dessa proteina foi capaz de inibir a inducdo de hepatite por
concanavalina-A de forma dependente de TLR-2 (Zanin-Zhorov et al., 2003; Zanin-
Zhorov, Bruck, et al., 2005). A especificidade de linfécitos T para HSP60 pode estar
envolvida na resisténcia a insulina e pancreatite no modelo de diabetes em
camundongos NOD (Quintana et al., 2004). A HSP60 pode também ativar mecanismos
efetores e inflamatérios em linfécitos especificos (Quintana e Cohen, 2005c; Rajaiah e
Moudgil, 2009). A capacidade dessa proteina em induzir imunizacdes também vem
sendo explorada em processos de vacinacao (Amir-Kroll et al., 2006).

A atividade imunoldgica da HSP60 € mediada através de receptores inespecificos
como o0 TLR-2 e 4 e receptores especificos em linfocitos T e B. Podendo induzir respostas
inflamatorias e reguladoras em macrofagos, células dendriticas e linfocitos. Portanto, sua
relacdo com o sistema imune € particularmente complexa.

Quintana e colaboradores apresentam a hipétese de que a reatividade a Hsp60
endogena ou a Hsp65 bacteriana age como um sinal de atividade celular generalizada
para o sistema imune. Segundo essa hipétese, toda proliferacdo celular, seja derivada
de inflamacéo, neoplasia ou infeccao, resultaria em um aumento de proteinas da familia
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HSP60. Assim, altas quantidades de HSP60 estariam relacionadas a ativagdo de
respostas inflamatdérias e seus peptideos a ativagdo de mecanismos reguladores. Esses
efeitos seriam mediados tanto por receptores TLR da imunidade inata quanto pelo
repertério de linfécitos especificos para HSP60 e HSP65 (Quintana e Cohen, 2011).

Irun Cohen prop6s, na década de 90, que a reatividade a componentes proprios é
um mecanismo ativo de controle e regulag&o e o conjunto dessa reatividade foi chamada
por ele de homunculo imunolégico (Cohen, 1992). Esse conceito € derivado do
homuanculo cerebral, um mapa do cérebro baseado na representacdo quantitativa
diferencial de neurbnios motores. Os membros e 0Orgdos ndo estdo igualmente
representados no homunculo cerebral. De forma semelhante, no homunculo
imunologico, a representacdo de autoantigenos no repertério ndo € igualmente
distribuida entre todos os componentes proprios. A HSP60 é altamente representada no
repertorio para autoantigenos. Os avancos na identificacdo de linfécitos Trec € do
repertorio dos tTreg demonstram a adequac¢do do modelo do homunculo imunoldgico. A
alta homologia entre a HSP60 enddgena e HSP65 bacteriana e sua sobreposi¢cdo no
repertério de linfocitos T reguladores conferem a essa proteina caracteristicas Unicas
(Cohen, 1991; Cohen e Young, 1991; Konen-Waisman et al., 1995).

A dominédncia imunoloégica da HSP65 de M. tuberculosis foi observada
primeiramente na AR, assim como suas propriedades supressoras (Kaufmann et al.,
1987; Van Eden et al., 1988). A alta reatividade a HSP65 encontrada em pacientes e
modelos experimentais de artrite tornou essa proteina candidata a antigeno
desencadeador da doenca. A forte reacdo a esse antigeno também foi observada na
diabetes em humanos e em modelos experimentais dessa doenca autoimune (Cohen,
1991). A HSP60 é encontrada no sangue e sua concentracdo pode ser relacionada a
gravidade da doenca (Abulafia-Lapid et al., 1999). Porém, a imuniza¢cdo com a proteina
inteira diminui a progressao da diabetes em camundongos NOD e inibe a inducdo da
artrite em ratos (Elias et al., 1991, Feige e Cohen, 1991).

Foram entdo encontrados diferentes epitopos derivados da HSP60, mas
imunizagcdes com esses peptideos inibiram o desenvolvimento da artrite e diabetes,
sendo que somente alguns foram patogénicos em certas condicfes. Linfocitos T
especificos para o epitopo A2b derivado de HSP65 so6 foram capazes de induzir artrite
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em ratos irradiados (Holoshitz et al., 1983; Van Der Zee et al., 1989). Na diabetes, foi
estabelecido o peptideo p277 como o principal mediador dos efeitos reguladores (Elias
e Cohen, 1994; Elias et al., 1995). Quando a HSP60 foi finalmente isolada e testada
como um indutor da artrite ao invés funcionou como um agente supressor (Van Den
Broek et al., 1989).

Esse efeito protetor foi verificado em diversos modelos experimentais de artrite,
induzida por adjuvante, por pristano e por colageno (Thompson et al., 1990; Feige e
Cohen, 1991; Jorgensen et al., 1998; Moudgil e Durai, 2008). Diferentes formas de
aplicacdo também mostraram esse efeito. Tanto a imuniza¢do com as proteinas HSP60
guanto HSP65 foram capazes de inibir a inducao da artrite com adjuvantes assim como
a vacinacao com plasmideos contendo HSP60 e HSP65 (Quintana e Cohen, 2005a). As
vias oral e nasal foram eficientes em inibir a inducéo e a progresséao de artrite induzida
por adjuvante (Prakken et al., 1997; Quintana et al., 2002; Zonneveld-Huijssoon et al.,
2013). Deve-se notar que a via oral nesses experimentos foi eficiente somente quando
a HSP65 estava associada com inibidor de tripsina ou um sistema recombinante de
expressao (Cobelens et al., 2002; Rodriguez-Narciso et al., 2011).

A imunizacdo peritoneal com HSP65 preveniu a artrite induzida por adjuvante
através da diminuicdo de IL-17 e da proliferacéo celular e aumento de IL-10 (Satpute et
al., 2009). O tratamento via oral com HSP65 na artrite induzida por adjuvante foi capaz
de inibir a progressdo do quadro patoldgico e induziu o aumento de linfocitos Trec
produtores de TGF-f, IL-10 e diminuicdo da producéo de IFN-y (Cobelens et al., 2002).
Um outro estudo demonstrou que a aplicacéo via oral de folhas de tabaco produtoras de
HSP65 recombinante também foi capaz de reduzir a progressao da artrite induzida por
adjuvante em ratos (Rodriguez-Narciso et al., 2011). A alimentacdo com essas folhas de
tabaco foi mais eficiente que a gavagem com HSP65 recombinante pura demonstrando
a importancia do regime aplicado na administracéo oral do antigeno.

O contato com a mucosa nasal também desencadeia efeitos tolerizantes. Esse
efeito estd demonstrado na prevencéao da artrite induzida por adjuvante com a inoculacao
nasal com peptideos derivados de HSP60, incluindo derivados de HSP65 bacteriana e
endogena (Prakken et al., 1997). A inibicdo da artrite induzida por adjuvante pela
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inoculacdo nasal de peptideos do HSP60 dependeu de linfocitos Trec produtores de IL-
10 (Prakken et al., 2002).

O papel da HSP em pacientes de artrite também esta bem evidenciado,
principalmente na forma juvenil. A artrite reumatoide juvenil difere clinicamente da AR
em seu curso clinico. A forma juvenil apresenta fases de remissao espontanea, enquanto
gue a AR ndo apresenta remissao se nao tratada. A expressdo de HSP60 no liquido
sinovial é aumentada em pacientes com AR na forma juvenil e em modelos
experimentais. O aumento da reatividade para HSP60 por células mononucleares
periféricas de pacientes com AR juvenil é relativamente mais alto durante as remissfes
(De Graeff-Meeder et al., 1991).

As células sinoviais obtidas desses trés quadros proliferam em contato com HSP60
e HSP65. Mas, no caso da artrite juvenil, a reatividade para HSP60 € maior durante
quadros clinicos piores (Wu et al., 2011). O aumento da frequéncia de linfécitos T CD30*
especificas para HSP60 e sua reacdo cruzada com HSP65 é associado com melhor
prognostico (De Kleer et al., 2003; Prakken et al., 2003). Células T especificas para
HSP60 e HSP65 presentes no liquido sinovial de pacientes reumaticos produzem IL-4
guando estimuladas e sdo capazes de bloquear a producdo de TNF-a por outros
leucécitos (Vercoulen et al., 2009; Zhou et al., 2014). Foi encontrada uma relacdo entre
0 quadro clinico de pacientes reumaticos e a producéo de IL-10 estimulada in vitro com
HSP60 (Zanin-Zhorov, Tal, et al., 2005).

A alta reatividade para HSP60 foi observada em diversos processos patolégicos e
inflamatérios, como infecgdes, esclerose multipla, IUpus, Alzheimer, colite, e muitas
vezes relacionada & intensidade da inflamac&o. E evidente que suas relacdes com a
infamacao e o sistema imune sdo complexas. A expressdo aumentada de HSP60 pode
ser considerada como uma forma fisiol6gica de desencadear mecanismos de inibicdo da
progressédo da inflamacédo destrutiva. Devido ao seu potencial terapéutico em regular a
inflamacéo, essa proteina ja foi considerada como adjuvante da tolerancia. Porém, essas
proteinas interagem com muitos mecanismos efetores e inflamatérios e podem também
ser associadas também a imunizacéo contra patdogenos (Shiny et al., 2011). Por isso,
pode ser mais adequado considerar a HSP60 como um mecanismo endégeno capaz de
modular o eixo regulagéo-inflamacao (Coelho e Faria, 2011). Pode-se, entao, especular
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gue nos pacientes com doencas inflamatérias crénicas, as HSP60 falharam em controlar
o eixo regula/inflama. Assim, reforcar a tolerancia aplicando essa proteina pode induzir
0s mecanismos reguladores de forma a sobressair os inflamatorios.

Atualmente existem dois ensaios clinicos investigando os efeitos de peptideos
derivados das HSP60. A aplicacdo subcutanea do peptideo p277 derivado de HSP60
humana tem apresentado bons resultados em pacientes de diabetes tipo I, reduzindo a
demanda de insulina e a destruicdo do pancreas (Nussbaum et al., 2006; Eldor et al.,
2009). Porém, a aplicacéo desse peptideo nesse ensaio é por via parenteral. Em outro
estudo clinico pacientes reuméaticos que receberam peptideos APJ1 derivados de Hsp65
de E. coli por via oral apresentaram melhoras no quadro clinico (Koffeman et al., 2009).
Os pacientes desses dois ensaios apresentaram também reducdo de citocinas
inflamatorias e aumento das reguladoras.

No entanto, a melhor forma de se induzir tolerancia por via oral € a administracédo
continua do antigeno. Além disso, visto a complexidade de suas relacbes, o0 uso de
peptideos pode comprometer a efetividade da HSP60 e todos 0Ss mecanismos
relacionados. O problema com relacdo ao regime de administracdo continua de
antigenos é que a quantidade de proteina purificada necessaria € um fator limitante para
esse procedimento em humanos, ainda mais no caso de proteinas complexas cuja forma
recombinante é de dificil estocagem. Por isso, uma alternativa viavel para aplicacdo da

HSP65 diretamente na mucosa € necessaria para efetividade dessa terapia.

1.6. O Lactococcus lactis NCDO 2118 produtor de HSP65

Uma alternativa para essa limitacdo em relacdo a quantidade de antigeno
necessaria para a administracdo oral é a producdo de proteinas recombinantes por
bactérias que sdo seguras para consumo humano. Esse método foi aplicado no
desenvolvimento de uma linhagem de Lactococcus lactis que secreta Hsp65 de
Mycobaterium leprae, sendo capaz de entregar a proteina integra na mucosa (De
Azevedo et al., 2012).

As bactérias laticas sdo um grupo heterégeno, gram-positivas cujo produto final de
fermentacdo de acUcares é o acido latico. Esse grupo inclui espécies de Lactococcus,
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Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc e Lactobacillus. Essas espécies sao
historicamente associadas a alimentacdo humana e a preservacdo de alimentos.
Portanto, sdo seguras para consumo humano. As linhagens de algumas espécies sao
probidtcas, oferecendo ainda mais vantagens para terapias através da mucosa intestinal
(Cavanagh et al., 2015; Wang et al., 2016).

Nas ultimas duas décadas, essas bactérias vém sendo usadas como vetores de
proteinas recombinantes, o que possibilitou o desenvolvimento de diferentes sistemas
capazes de produzir inclusive proteinas eucarioticas funcionais, secretadas ou
expressas na membrana celular. A bactéria latica mais usada em sistemas
recombinantes é a Lactococcus lactis, existindo dezenas de linhagens geneticamente
modificadas descritas (Cavanagh et al., 2015; Wyszynska et al., 2015).

O método de expressao mais usado nesses L. lactis geneticamente modificados é
o induzido por nisina (NICE — nisin controlled induced system). O sistema desenvolvido
por Azevedo et. al € induzido por xilose (XIES — Xylose Inducible Expression System) e
também inclui um gene de resisténcia a cloranfenicol (Miyoshi et al., 2004). L. lactis
geneticamente modificados estdo sendo usados para entrega de proteinas
recombinantes na mucosa tanto para inducéo de imunizacdo para antigenos derivados
de agentes infecciosos e quanto para indugéo da regulagéo.

L. lactis recombinantes usados para vacinagdo através das mucosas incluem
antigenos para HPV, HIV, tétano, malaria, C. dificile, H. pylori, influenza, malaria, hepatite
e leishmaniose (Zhang et al., 2005; Wang et al., 2012; Benbouziane et al., 2013; Ribelles
et al., 2013; Li et al., 2014; Rangel-Colmenero et al., 2014; Chamcha et al., 2015). Os
dados resultantes desse tipo de aplicacdo demonstram a eficiéncia dessas bactérias em
estimular o sistema imune das mucosas através da tecnologia recombinante.

A aplicagéo de L. lactis geneticamente modificados na mucosa com o objetivo de
regulacéo e diminuicdo da inflamacéao também vem sendo bem estabelecida. A secrecao
da enzima catalase foi efetiva na redugéo da colite e do cancer intestinal (De Moreno De
Leblanc et al., 2008). L. lactis produtor de nano anticorpos anti-TNF-a € capaz de inibir a
inducdo e a progressao de colite em camundongos (Vandenbroucke et al., 2010). A
primeira linhagem de L. lactis geneticamente modificada para controlar a inflamagéo
intestinal foi uma produtora de IL-10 (Steidler, 2003; Steidler e Rottiers, 2006).
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A aplicacdo parenteral de IL-10 recombinante, além de custosa, é associada a
efeitos colaterais. Steidler e colaboradores desenvolveram linhagens de L. lactis capazes
expressar na membrana e também de secretar IL-10. O L. lactis foi capaz de produzir IL-
10 funcional demonstrando o potencial dessa bactéria em produzir em expressar
proteinas eucaridticas de forma eficiente. A linhagem capaz de secretar IL-10 foi
adaptada ao consumo humano e estéd atualmente sendo testada em ensaio clinico, os
resultados em pacientes de colite tém sido promissores (Braat et al., 2006).

Outras abordagens aplicando L. lactis geneticamente modificados no tratamento da
colite também tem mostrado bons resultados. Essas abordagens incluem proteinas
envolvidas no processo patolégico do intestino como elastases, antigeno V de célcio
reduzido, e fatores trifolicos (TFF — trefoil factors), inibidor de protease de leucdcitos
(SLIP1) e lipoxigenase-15 (Vandenbroucke et al., 2004; Saraiva et al., 2015). A reducéo
da oxidacao pode reduzir drasticamente a patologia da colite e o L. lactis tem se mostrado
capaz de induzir esses efeitos. Outra bactéria latica, o Lactobacillus casei produtor de
superéxido dismutase, também apresentou efeitos positivos no controle da colite
(Watterlot et al., 2010; Leblanc et al., 2011). Portanto a versatilidade e a seguranca da
utilizacéo de bactérias laticas como a L. lactis na terapia oral estdo bem demonstradas.

A capacidade do L. lactis em secretar proteinas na mucosa e capazes de induzir
tolerancia esta demonstrada com ovalbumina (OVA) e alérgenos derivados de acaros
(Derpl) e também do amendoim (Huibregtse et al., 2007; Ai et al., 2014; Ren et al., 2014).
A dessensibilizacdo de camundongos alérgicos com L. lactis recombinante foi eficiente
nesses modelos. O contato com alérgeno de amendoim esteve associado com aumento
de IL-10, TGF-B, expresséao de foxp3, IgA especifica e supresséo de IgE, e aumento da
resposta Tl em relacdo a Tu2. Esses efeitos também foram observados no modelo
usando Derpl junto a diminuicdo dos sintomas pulmonares.

O L. lactis secretor de OVA também foi capaz de induzir a tolerancia quando
aplicado via oral em camundongos DO11.1. Esses animais apresentam o receptor de
linfocitos TCR geneticamente modificados de modo a terem quase todo repertorio
especifico para OVA. A tolerancia nesse modelo foi mediada por linfécitos CD4*CD25*
produtores de TGF-[3, esse efeito também incluiu aumento da expressao de CTLA-4 e
foxp3 (Huibregtse et al., 2007).

33



O tratamento da diabetes em modelos experimentais com L. lactis também tem
mostrado resultados positivos com aplicacdo de diferentes antigenos, inclusive a HSP65.
A secrecao de insulina por L lactis também esta sendo investigada como agente
terapéutico (Ng e Sarkar, 2011). O tratamento com L. lactis produtor de IL-10 junto a
baixas doses de anti-CD3 induziram a reverséo da patologia autoimune e a integridade
das células B pancreéticas (Takiishi et al., 2012). Dois autoantigenos relevantes no
desenvolvimento da diabetes tipo I, a acido glutamico descarboxilase (GAD65) e a
tirosina semelhante a fosfatase (IA-2) também foram estudados como peptideos
secretados por L lactis aplicados via oral no camundongo NOD (Robert et al., 2015). Os
resultados indicaram diminuig&o da resisténcia a insulina e da hiperglicemia.

A HSPG65 secretada por L. lactis ja foi usada na construcdo de dois plasmideos
diferentes inseridos em L. lactis e testadas em camundongos NOD (Ma et al., 2014; Liu
et al., 2016). Ma et al construiram um plasmideo capaz de secretar a HSP65 seguida de
seis repeticdes do peptideo 277. O tratamento oral com esse L. lactis preveniu a
hiperglicemia, diminuiram a proliferacdo celular e a destruicdo do pancreas e aumento
da IL-10. Liu et al desenvolveram um plasmideo produtor de peptideo de HSP65
associado com o IA-2. Esse L. lactis quando usado via oral em camundongos NOD
também foi capaz de prevenir a hiperglicemia e a destruicdo do pancreas. Além disso,
esse tratamento diminuiu a frequéncia de linfécitos Thl e 17, e aumentou a frequéncia
de Thz e Trea.

Assim a seguranca e a capacidade do L. lactis em produzir proteinas recombinantes
para entrega diretamente no tubo intestinal esta bem demonstrada e estabelecida em
diversos sistemas, incluindo no tratamento da diabetes e artrite experimentais. Em
nenhum desses estudos foi observado efeitos colaterais nos modelos em animais. No
ensaio clinico do L. lactis produtor de IL-10 tem sido relatado leve desconforto por poucos
pacientes, mostrando que essa bactéria € segura para uso terapéutico humano.

Assim, a capacidade do L. lactis em interagir com as mucosas e secretar proteinas
recombinantes esta bem demonstrada inclusive em humanos. Nosso grupo ja
demonstrou que o tratamento via oral com Hsp65 de M. leprae produzido por
Lactococcus lactis (Hsp65-lac) € capaz de prevenir a encefalomielite autoimune
experimental em camundongos (Rezende, R. M. et al., 2013) e a colite (dados nédo
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publicados). Essa bactéria também foi capaz de reduzir a gastrite experimental induzida
pelo consumo de etanol em camundongos (Alvarenga et al, 2015). A inibicdo da EAE em
camundongos foi mediada por linfécitos reguladores LAP*, aumento da IL-10 e
diminuicdo da IL-17 e IFN-y.

A associacdo da HSP65 com a artrite € um fator historicamente estabelecido, e o
potencial terapéutico da aplicacdo dessa proteina estd demonstrado inclusive em
pacientes reumaticos. O sistema de secrecdo de HSP65 pelo L. lactis torna esse
procedimento viavel e seguro. Outro fator relevante € que a linhagem NCDO2118 usada
na transformacdo apresenta propriedades probidticas comprovadas em modelos
experimentais de colite (Luerce et al., 2014). Probioticos podem interferir na modulacao

sistémica da inflamacé&o e vem sendo explorados na terapia da AR.

Os probidticos sao definidos como microrganismos vivos que administrados em
certas quantidades sdo capazes de induzir efeitos benéficos. Evidéncias sobre o efeito
dos probioticos sobre o sistema imune vem se acumulando. Grande parte das bactérias
probidticas sédo acido laticas ou bifidobacterias. A atividade probidtica € geralmente
observada em uma linhagem especifica da espécie. Os beneficios do tratamento com
probidticos vém sendo relatados para uma seérie de processos patolégicos como colite,
diarreia infecciosa, intolerancia a lactose, alergias, fibromialgia, artrite dentre muitas
outras (Menard, 2004; Imaoka, 2008; Dongarra et al., 2013).

A capacidade da modulacdo do sistema imune pela microbiota vem sendo
demonstrada in vivo e in vitro em modelos experimentais e em humanos. Ensaios clinicos
com probidticos foram aplicados no tratamento da colite ulcerativa, doenca de Crohn,
sindrome de intestino irritavel, diabetes tipo 2 e alergias (Cuello-Garcia et al., 2015;
Guarino et al., 2015; Homan e Orel, 2015; Saez-Lara et al., 2015). Esses estudos tém
mostrado diversos efeitos benéficos incluindo diminuicdo do quadro clinico e da
ocorréncia de relapsos, aumento de Trec e diminuicdo de células e citocinas pro-
inflamatoérias. Quando ocorre diminui¢cdo ou controle da inflamacéo pode haver reversao
da disbiose e retorno da microbiota aos estados de diversidade ideal. Esse efeito é
observado mesmo que a diversidade da microbiota em nivel de espécies ainda néo seja
um fator totalmente esclarecido. O impacto dos probiéticos na composicdo da microbiota
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nao é totalmente compreendido. Mas ja foi mostrado que algumas bactérias sdo capazes
de inibir o crescimento de outras in vitro (Millette et al., 2007).

Os mecanismos de acdo de bactérias probidticas diferem entre as espécies
podendo incluir os efeitos do polissacarideo A, a producdo de SCFA (short chain fatty
acids), producao de peptideos antimicrobianos, aumento da adeséo e aderéncia epitelial
(Kirjavainen et al., 1998; Fang et al., 2000; Konieczna et al., 2012; Lopetuso et al., 2016;
Ruiz et al., 2016; Sanchez et al., 2016; Wan et al., 2016). A aplicacdo de alguns
microrganismos probiéticos mesmo mortos é capaz de induzir efeitos reguladores in vitro
e in vivo. O contato direto com algumas espécies probidticas também pode induzir a
diferenciacédo de células dendriticas tolerogénicas e linfocitos foxp3* in vitro (Braat et al.,
2004). Os mecanismos envolvidos na inducdo através de contato ndo sao
completamente compreendidos, mas podem envolver a ativacdo diferencial de TLR.
Assim, nem todo microrganismo probidtico ira apresentar o mesmo beneficio em
diferentes processos patoldgicos.

Os efeitos dos probidticos foram demonstrados em diferentes modelos
experimentais de artrite. O Lactobacillus GG reduziu os processos patolégicos no modelo
de artrite induzida por adjuvante em ratos Lewis (Pessi et al., 2001; Baharav et al., 2004).
O L. casei suprimiu a inducao de artrite por colageno Il em camundongos (Amdekar et
al., 2011). O tratamento oral com L. casei reduziu varias moléculas pro-inflamatorias (IL-
1B, IL-2, IL-6, IL-12, IL-17, IFN-y, TNF-a, NF-kB e COX-2), anticorpos especificos para
colageno tipo Il e proliferacao de linfécitos Thl e aumento da IL-10 (So, Kwon, et al.,
2008). A aplicacdo oral de L. casei juntamente com colageno Il ampliou os efeitos da
tolerancia oral nesse modelo (So, Lee, et al., 2008). Além de maior reducéo das citocinas
pro-inflamatérias e proliferagdo de linfocitos T CD4 especificos, nessa abordagem
também foi observado o aumento do TGF-3. O uso de probidticos em pacientes de artrite
também tem mostrado melhoras em varios aspectos dos quadros clinicos (Vaghef-
Mehrabany et al., 2014).

Esses resultados sdo altamente relevantes na terapia via oral. Muitas abordagens
aplicando a tolerancia oral mostraram que aplicacbes conjuntas de probidticos com
farmaco anti-inflamatério ampliaram os efeitos, principalmente quando a inflamacéo ja
estd estabelecida. Este efeito ja foi constatado inclusive para HSP65. Porém, essas
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drogas podem ter efeitos supressores que interferem com a fisiologia da tolerancia oral
enquanto que a regulacdo da inflamacdo com probidticos ndo demonstrou, até o
momento, efeitos imunossupressores.

O Lactococcus lactis NCD0O2118 nao pode ser considerado estritamente um
probidtico por ndo fazer parte da microbiota normal e néo ter sido ainda analisado com
relacdo a todas as propriedades necessarias para classifica-lo como tal. No entanto, as
suas propriedades anti-inflamatorias ja foram comprovadas por varios estudos
conduzidos em modelos de colite (Luerce et al, 2015), gastrite induzida por alcool
(Alvarenga et al, 2015), encefalomielite autoimune experimental (Rezende et al, 2013) e
doenca enxerto-versus-hospedeiro (Mercadante et al, 2014).

Por outro lado, o carater imunodominante e regulador da HSP60 na artrite esta bem
estabelecido em modelos animais e em pacientes reumaticos. A manutencdo da
especificidade para HSP65 é mantida fisiologicamente pelas bactérias comensais (Van
Eden et al., 2005). Além disso, a HSP60 interage com sinalizadores da imunidade inata
como os TLR, assim como as bactérias (Cohen-Sfady et al., 2005; Zanin-Zhorov et al.,
2006). Em uma aplicacdo de peptideos derivados de HSP60 via mucosa nasal, a adicdo
de agonistas de TLR9 induziu um efeito mais potente desse tratamento na artrite induzida
por adjuvante (Zonneveld-Huijssoon et al., 2012). Demonstrando a complexidade
envolvida nas interac6es da HSP60, bactérias comensais e hospedeiro.

Os efeitos da terapia com Hsp65-lac estdo bem estabelecidos na prevencao da
patologia autoimune EAE e na colite. Outros sistemas usando a producao recombinante
de HSP65 por linhagens de L. lactis que ndo apresentam atividade anti-inflamatoria
foram capazes de inibir o desenvolvimento da diabetes em camundongos NOD. A
tolerancia oral induzida pela HSP65 associada a um microrganismo com atividade anti-
inflamatéria semelhante aquela observada em probiéticos oferece uma abordagem ainda
mais eficaz na inducgéo fisioldgica da regulacdo na prevencao da artrite induzida por
colageno.

Utilizamos um modelo de artrite induzida por colageno (AIC) artrite que inclui
também a ovalbumina (OVA) emulsificados em adjuvante completo de Freund (CFA) e
injetados em camundongos BALB/c (Backstrom e Dahlgren, 2008). Esse protocolo
apresenta varias vantagens. E crénico, apresenta anticorpos anti-Cll, fator reumatoide e
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edema de pata. J4 foi demonstrado também o desenvolvimento de tecidos linfoides
terciarios na articulacdo dos camundongos BALB/c submetidos a esse tratamento
(Baddack et al., 2013). E ja foi demonstrado que a tolerancia oral com OVA é eficaz na
inibicdo desse modelo (Thome et al., 2012).

Para se avaliar a robustez do tratamento oral com Hsp65-lac, este também foi
testado em outro modelo de artrite induzida por antigeno (AlA) no qual a albumina sérica
bovina metilada (MBSA) emulsificada com CFA é injetada em camundongos C57BL/6
(Van e Van, 1984). Esse é um modelo agudo no qual a lesdo é localizada e o aspecto
autoimune € menos evidente, mas a inflamacéo ainda € um componente fundamental.

Estudos anteriores do nosso grupo ja demonstraram que a administracao oral de
Hsp65-lac € uma maneira eficaz de se induzir tolerancia oral sendo capaz de regular a
inflamac&o em processos especificos, como a EAE, e inespecificos, como a colite. Essa
abordagem se mostra ainda mais eficaz levando-se em conta as relacdes entre a HSP60,
a microbiota e a artrite. Assim, nossa hipoétese de trabalho testada nesse trabalho foi
gue o tratamento oral com a bactéria recombinante L. lactis produtora de Hsp65 seria

capaz de prevenir a inducao da artrite por colageno em camundongos.
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2. Objetivos

2.1. Objetivos Gerais

Testar o efeito do tratamento oral com Hsp65-lac no desenvolvimento da

artrite experimental em camundongos.

2.2. Objetivos Especificos

e Estabelecer um modelo experimental murino de artrite cronica.

e Testes o0s efeitos do tratamento dos camundongos com Hsp65-lac
previamente a inducdo do modelo cronico de artrite

¢ Analisar mudancas histopatoldgicas na articulacao

e Verificar a reatividade de imunoglobulinas séricas por ELISA

¢ Quantificar citocinas inflamatorias e regulatérias no baco e linfonodos por
ELISA

¢ Analisar as frequéncias de linfécitos B e T efetores e reguladores induzidas
no modelo e apos o tratamento.

¢ Analisar os efeitos do tratamento oral com Hsp65-lac em modelo agudo de
artrite.

e Verificar o efeito desse tratamento nos niveis de citocinas patogénicas e na

frequéncia de células T reguladoras
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3. Material e Métodos

3.1. Animais

Camundongos fémeas das linhagens BALB/c e C57BL/6 com seis semanas de
idade foram fornecidas pelo Centro de Bioterismo a UFMG (CeBIO). Esses
animais foram mantidos no Biotério do Laboratério de Imunobiologia em
microisoladores e vermifugadas com ivermectina. Eles receberam racéo e agua
ad libitum, com excecédo dos periodos da aplicacéo via oral da solu¢do contendo
L. lactis quando essa solucéo foi a Unica fonte liquida oferecida. Os experimentos
desse trabalho foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal da UFMG (Protocolo 118/2013).

3.2. Lactococcus lactis

Dois plasmideos diferentes foram usados como vetores na transformacdo da
linhagem NCDO2118 de L. lactis (De Azevedo et al., 2012). O plasmideo
PSEC:hsp65 utiliza um sistema de expresséo induzida por xilose (XIES) e que
dirige a expressao de Hsp65 de Mycobacterium leprae para o meio extracelular.
Como controle, utilizamos um plasmideo semelhante (pXyIT:SEC) mas vazio
(sem hsp65) para transformar o L. lactis NCDO2118. Ambos 0s vectores contém
gene de resisténcia ao cloranfenicol para possibilitar a sele¢éo das bactérias que

contém os vectores.

3.2.1. Condicbes de crescimento bacteriano

As linhagens de L. lactis produtora de Hsp65 de Mycobacterium leprae (Hsp65-
lac) e a portadora do plasmideo vazio (L. lactis-EP) foram cultivadas em meio
M17 (Difco), suplementado com 0,5% de glucose (meio GM17) ou 1% de xilose
(XM17) e cloranfenicol (10 pg/mL), a 30 ° C, sem agitagao.

No primeiro dia, uma unica colonia recombinante de L. lactis um vetor vazio (L.
lactis-EP) ou expressando Hsp65 de Mycobacterium leprae (Hsp65-lac), em 5 ml
de GM17. No segundo dia, a cultura crescida ao longo da noite em GM17 foi
diluida 1:10000 em XM17 para induzir a expressao do plasmideo. No terceiro

dia, os animais receberam o XM17 para beber.
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3.3. Grupos Experimentais

Os animais foram submetidos aos tratamentos de acordo com 0s seguintes
grupos: N- grupo “naive” como controle negativo, animal ndo foi submetido a
nenhum procedimento; C- grupos controle positivo, bebeu por quatro apenas
meio XM17 duas semanas antes da indugéo de artrite; EP- o grupo bebeu por
quatro dias seguidos o meio XM17 inoculado com L. lactis portador do plasmideo
vazio (L. lactis-EP) duas semanas antes da inducéo da artrite; HSP- o grupo
bebeu por quatro dias seguidos o0 meio XM17 inoculado com L. lactis produtor
de Hsp65 de M. leprae (Hsp65-lac), duas semanas antes da indugéo da artrite.

3.4. Tratamento com L. Lactis

Quinze dias antes da primeira imunizacao, o acesso a agua foi suspenso e 0s
animais tinham disponivel para beber apenas meio XM17 (grupo C), meio XM17
inoculado com L. lactis portador do plasmideo vazio (L. lactis-EP, grupo EP) ou
meio XM17 inoculado com L. lactis produtor de Hsp65 de M. leprae (Hsp65-lac,

grupo HSP) por quatro dias consecutivos. Cada frasco continha 5 ml por animal.

3.5. Modelos experimentais de artrite

3.5.1. Modelo cronico induzido por colageno e ovalbumina

Utilizamos uma solugao salina com 2mg/mL de ovalbumina (OVA) e 2mg/mL de
colageno tipo Il de galinha (Cll) em 1mL de solucdo salina usada na emulséo
com volume igual de adjuvante completo de Freund (CFA) mais 4mg/mL de
Mycobacterium tuberculosis macerado. Foi injetado, por via subcutanea, 100uL
dessa solugéo na base da cauda dos camundongos BALB/c nos dias 14, 35, 56
e 77. Foi realizada uma andlise cinética dos diversos parametros imunoldgicos,

coletando-se material uma semana depois de cada imunizagéo.

3.5.2. Modelo agudo induzido por BSA metilada

Utilizamos uma solugéo contendo albumina sérica bovina metilada (mBSA)
dissolvida em solugéo salina em uma concentragéo de 10 mg/mL emulsionada
com volume igual de CFA acrescido de 5mg/mL de Mycobacterium tuberculosis
macerado. Essa solucéo foi injetada, no volume de 100uL, por via subcutanea

na base da cauda dos camundongos C57BL/6. O desafio foi realizado 14 dias
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depois com inje¢céo de 10 pg de mBSA em 10 pL de solucéo salina diretamente

no joelho de cada animal.

3.6. Avaliacdo do escore clinico da artrite

Para avaliar as alteragfes clinicas induzidas pela artrite, o volume das patas
traseiras foi medido com um pletismémetro (Ugo Basili, Italia) e sua sensibilidade
a dor foi avaliada por um analgesimetro (Ugo Basili, Italia), respectivamente. O
volume das duas patas traseiras foi medido no pletismémetro e a média dos
valores calculada. O teste de sensibilidade foi realizado trés vezes, para

habituacdo dos camundongos. Somente a quarta medida foi computada.

3.7. Sacrificio e coleta de amostras

Sete dias depois da ultima imunizag&o os animais foram injetados via i.p. com
Quetamina (60mg/kg) e Xilazina (8,0mg/kg). O volume total de sangue foi
coletado pela aorta e, apds coagulagéo, foi centrifugado (3000 rpm) por 10
minutos. O soro foi estocado em tubos individuais e congelado (-20°C). Retirou-
se o0 baco, os linfonodos cervicais e os inguinais. Uma das patas foi removida
para histologia da articulacéo e a outra foi usada para obtencéo do lavado intra-

articular.

3.7.1. Lavado intra-articular

O lavado intra-articular foi obtido pela injecdo de 10uL de solu¢cdo BSA 3% no
joelho, coletado e diluido em 90uL da solu¢do BSA 3%. Aliguotas de 30uL desse
lavado articular foram diluidas em 60uL em solucdo de Turk, e a contagem dos
leucécitos feita em camara de Neubauer, com o auxilio de microscépio éptico

(objetiva com aumento de 100 vezes) e contador manual.

3.8. Andlise histologica das articulagdes

Amostras dos joelhos foram fixadas em solugéo formaldeido 10% pH 7,2 durante
48 horas. Foram entdo lavadas em agua corrente e desmineralizadas em
solucdo de EDTA 10% pH 7.2, em temperatura ambiente, por um periodo de trés
semanas. Em seguida, foram desidratadas em banhos de alcool 70%, 80%, 90%
e alcool absoluto; diafanizadas em xilol e incluidas em blocos de parafina

histolégica. O material foi seccionado em micrétomo obtendo-se cortes

42



consecutivos de 4 um, que foram corados com Hematoxilina & Eosina (HE). As
laminas foram avaliadas qualitativamente usando o0s parametros a seguir:
Fibrose Sinovial, Pannus, Alteracées na Cartilagem e Perda Ossea. O score foi
computado pontuando-se 0 para parametro ndo observado, 1 para parametro
observado e 2 para parametro intenso.

3.9. Medida de anticorpos especificos no soro

As concentracdes de anticorpos do soro para OVA, colageno tipo Il e mBSA
foram avaliadas por ELISA. Resumidamente, placas de 96 pocos (Nunc) foram
revestidas com uma solucéao de OVA [5 ug/mL], CllI [5 ug/mL], HSP65 [10 ug/mL]
ou MBSA [2 ug/mL] e incubadas durante a noite a 4° C. As placas foram
incubadas com o soro e os anticorpos ligados foram detectados utilizando um
anticorpo de cabra anti-IgG de camundongo ligado a fosfatase alcalina (Southern
Biotechnology). Reacéo de cor foi desenvolvida a temperatura ambiente com
ortofenilenodiamina (OPD; 1 mg / ml), 0,04% de H202 em tampao de citrato de
sédio. A reacao foi interrompida pela adi¢cdo de 20 pL/poco de H2SOs a 2 N. A
absorbancia foi medida a 492 nm por um leitor de ELISA (Bio-Rad modelo 450

Microplate Reader e Biochrom Asys Expert Plus Microplate Reader).

3.10. Cultura de células isoladas de 6rgéaos linfoides

Apébs a coleta do sangue, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e foram coletados os linfonodos mesentéricos e inguinais e 0 baco. Os
orgaos foram macerados e a suspensao de células ajustada na concentracao
1x10°% células/poco em meio de cultura RPMI (Hyclone — Logan, Utah, EUA)
acrescido de 10% de soro fetal bovino (Cultilab — Campinas, SP, BR), 2mM de |-
glutamina (Gibcobrl — Life Technologies, Grand Island, NY, MO, EUA), 25mM de
HEPES (Sigma — St. Louis, MO, EUA), 50uM de 2-mercaptoetanol (Pharmacia
Biotech — Uppsala, Suica) e 20 pg/mL de sulfato de gentamicina (Schering-
Plough — Rio de Janeiro). O cultivo foi realizado em placas de cultura de
poliestireno com 96 poc¢os mantidos por 48 horas. Para avaliacdo da producao
de citocinas, as células foram estimuladas com 50ug/mL de OVA. Como controle
positivo de ativagdo celular, as células foram estimuladas com 1 pg/mL de

anticorpo anti-CD3 (Bioscience) e, para o controle negativo, foram mantidas na
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cultura sem nenhum estimulo. Os sobrenadantes foram coletados apés 48 horas
para dosagem das citocinas IL-17, IFN-y e IL-10.

3.11. Medida de citocinas

A determinacdo da concentragéo de citocinas em sobrenadantes de cultura foi
feita por meio de ELISA sanduiche utilizando-se como anticorpos primarios
anticorpos monoclonais anti-IFN-y e anti-IL-17 murinos (BD Pharmingen, San
Diego, CA, EUA) na sensibilizacdo de placas de poliestireno de 96 pocos (Nunc)
gue foram incubadas por 18 horas a 4°C. O sobrenadante da cultura celular foi
adicionado 50 pL/poco e as placas incubadas por 18 horas a 4°C. ApGs as
placas foram lavadas e os incubadas com anticorpos monoclonais conjugados
com biotina especificos as citocinas em questdo , IFN-y e IL-17 (Pharmigen).
Ap6s uma hora as placas foram novamente lavadas e incubadas com
estreptavidina conjugada com peroxidase (Sigma, St. Louis, Missouri). Reacéo
de cor foi desenvolvida a temperatura ambiente com ortofenilenodiamina (OPD;
1 mg/ ml), 0,04% de H202 em tampao citrato de sédio. A reacéo foi interrompida
pela adicdo de 20 pL/poco de H2SO4 a 2N. A absorbancia foi medida a 492 nm
por um leitor de ELISA (Bio-Rad modelo 450 Microplate Reader e Biochrom Asys
Expert Plus Microplate Reader).

3.12. Analise de populagdes celulares por citometria de fluxo

Anticorpos monoclonais conjugados a Aloficocianina (APC) especificos para
CD4, CD62L e Foxp3 de camundongo; anticorpos monoclonais conjugados a
Ficoeritrina (PE) especificos para IL-10, CD44, LAP, e TNF-a de camundongo;
anticorpos monoclonais conjugados a PerCP-Cy5.5 especificos para CD4, IFN-
y de camundongo e anti-lgG2a de rato (como controlo de isotipo) foram
adquiridos da BD Bioscience. Os anticorpos monoclonais conjugados a (PE)
especifico para Helios e PE/Cy5 especificos para CD19 foram adquiridos da
BioLegend. A marcacao de moléculas de superficie foi realizada de acordo com
procedimentos padronizados, sendo a concentracéo de células de 1 x 10° células
em 25 uL por pocgo e a placa incubada com os anticorpos por meia hora. A
marcacao intracelular de Foxp3 e das citocinas IL-10, IL-17, TNF-a e IFN-y foi
feita ap0s a permeabilizacdo das células com tampdo contendo saponina

(eBioscience). A producdo e secrecdo das citocinas foram induzidas pela
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incubacdo das células com ionomicina (500 ng/poc¢o), PMA (20 ng/mL) e sua
acumulacédo dentro da célula pela brefeldina (100 ng/mL) por 5h a 37° C em
estufa de CO2. A densidade celular para esse tipo de marcagéo foi aumentada
para 3 x 10 em 25 uL por poco.

A andlise das células foi realizada por citometria de fluxo no aparelho
FACSCalibur (BD Biosciences) com o uso de software FlowJo (Tree Star Inc).

Foram adquiridos no minimo 30.000 eventos de cada amostra.

3.13. Analise Estatistica
Os dados foram testados para analise de variancia (ANOVA) e pés teste de
Turkey no programa Graph Pad 6.0. Os valores plotados se referem a média do

grupo + desvio padréo.
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4. Resultados

4.1 O tratamento com Hsp65-lac inibe a Atrite Induzida por Colageno (AIC)

O processo patolégico desencadeado pela AIC ndo foi observado em
animais previamente tratados com Hsp65-lac via oral, conforme os parametros
analisados. O inchaco das articulacbes e o aparecimento de infiltrado
inflamatorio sinovial sédo algumas das principais manifestacfes clinicas da AR.
O modelo de AIC adotado provocou edema pronunciado da pata traseira. O
inchaco comecou uma semana apos a primeira imunizacdo de reforco, sua
medida foi inicialmente tomada utilizando-se um paquimetro (dados nao
mostrados). O pletismdmetro, equipamento de maior preciséo, € capaz de medir
pequenas alteracbes de volume. A medida das patas por esse aparelho
confirmou que o grupo controle C apresentou maior inchaco das patas traseiras,
sendo que este permaneceu inalterado a partir do dia 60. O tratamento oral com
Hsp65-lac previamente a AIC foi capaz de prevenir completamente o
aparecimento desse inchago (Fig. 1A).

O inchaco da pata foi associado ao aumento da sensibilidade a presséao.
Os animais do grupo C foram tratados apenas com XM17 antes da AIC e
apresentaram maior sensibilidade a pressao. Ao contrario, animais previamente
tratados com Hsp65-lac (grupo HSP) mantiveram a mesma reatividade que os
animais ndo manipulados do grupo N (Fig. 1B)

O infiltrado inflamatério sinovial foi confirmado pela observacdo de
leucocitos no lavado sinovial e nas secg¢des histolégicas (Figura 1C e D e Figura
2). Além do infiltrado inflamat6rio, camundongos com AIC apresentaram
desgaste da cartilagem e degeneracao 6ssea. (Figura 1D). O tratamento prévio
com Hsp65-lac via oral preveniu o edema da pata, o aparecimento de infiltrado
inflamatorio e a destruicdo da articulagéo, resultando em uma melhoria global da
doenca. Um efeito intermediario foi observado no tratamento oral com L. lactis-
EP. Animais desse grupo apresentaram processo inflamatorio e edema de pata
menos intensos do que os apresentados pelos animais do grupo controle,

embora também distintos dos animais tratados com Hsp65-lac.
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Figura 1. Escores clinico e histolégico da AIC em camundongos BALB/c. Camundongos
fémeas BALB/c foram tratadas com meio (grupo C), meio inoculado com L. lactis-EP (grupo EP)
ou meio inoculado com Hsp65-lac (grupo HSP) durante quatro dias. Animais ndo manipulados
(grupo N) foram usados na obtencdo de niveis basais (linha tracejada). Dez dias apds o
tratamento, a artrite foi induzida com 4 injecdes de OVA+CIl em CFA por via subcutdnea
intercaladas por 21 dias. (A) Ambas patas traseiras foram medidas com um pletismémetro (Ugo
Basile, Italia). As medidas foram tomadas semanalmente apés a segunda imunizacao de refor¢o
e a média dessas medidas foi utilizada. O grupo tratado com Hsp65-lac apresentou edema menor
que os grupos de controle. (B) Limiar nociceptivo induzido por forgca mecénica quantificada por
um analgesimetro (Ugo Basile, ltalia). (C) Leucécitos presentes no lavado sinovial da cavidade
do joelho esquerdo. Apenas em um animal do grupo tratado Hsp65-lac foi observado infiltrado
leucocitario. (D) Pontuagéo histopatologica baseada em infiltrado inflamatério, pannus, aspecto
da cartilagem e erosdo 6ssea. Os valores plotados representam a média + SEM. * p <0,05 em
relacdo ao grupo controle C. ** p <0,005 em comparacdo com o grupo controle C. (n=5). Dados

representativos de trés experimentos independentes.
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Figura 2. Analise histopatoldgica dos efeitos do tratamento com Hps65-lac em joelhos de

camundongos BALB/c com AIC. Camundongos fémeas BALB/c foram tratadas com meio
(grupo C), meio inoculado com L. lactis-EP (grupo EP) ou meio inoculado com Hsp65-lac (grupo
HSP) durante quatro dias. Dez dias ap0s o tratamento, a artrite foi induzida com 4 injecdes de
OVA+CIl em CFA, subcutaneas e intercaladas por 21 dias. No dia 95, os animais foram
submetidos a eutandsia e o joelho direito foi utilizado na confecgdo de cortes histologicos corados
com HE. Ampliacdo de 10X. A seta branca indica o infiltrado inflamatério na cavidade sinovial
dos animais do grupo C. A seta cinza indica a cavidade sinovial dos animais tratados com Hsp65-

lac. (n=5). Imagens representativas de dois experimentos diferentes.
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4.2 O tratamento com Hsp65-lac reduz a producdo de citocinas pro
inflamatdrias e anticorpos especificos durante o desenvolvimento da AIC

crbnica.

INF-y e IL-17 s&o as principais citocinas produzidas na resposta imune
durante o curso da AR (Mcinnes e Schett, 2007). Por esse motivo, investigamos
a producéo dessas duas citocinas durante o desenvolvimento do modelo crénico.
Camundongos com AIC apresentaram elevados niveis de citocinas inflamatorias
e de anticorpos especificos (anti-OVA e anti-colageno). Por outro lado, os niveis
das citocinas e dos anticorpos estavam significativamente reduzidos nos
camundongos tratados previamente com Hsp65-lac.

Os sobrenadantes de cultura de esplendcitos dos animais do grupo HSP
apresentaram niveis reduzidos de IL-17 (Figura 3A) e de INF-y (Figura 3C) em
relacdo ao grupo C. A cultura celular feita a partir dos linfonodos mesentéricos
de animais previamente tratados com Hsp65-lac mostrou a mesma reducéo
(Figuras 3B e D). O mesmo foi observado nas culturas de células de linfonodos
inguinais (Figura 4).

A inflamacdo e a ativacdo celular induzida por citocinas produzidas por
linfécitos T € um componente relevante da AR. Nossos resultados mostraram
que a frequéncia de linfécitos T CD4* produtores de INF-y e TNF-a estava muito
aumentada nos animais com AIC, mas significativamente reduzida em animais
gue foram previamente tratados com Hsp65-lac (Figuras 5 A e B).

Os anticorpos especificos também sao de grande importancia na
patogénese da AR (Corsiero et al., 2014). O soro de animais com AIC apresentou
niveis elevados de anticorpos especificos para a ovalbumina (Figura 6A) e
colageno tipo Il (Figura 6B). Esses niveis estavam diminuidos nos camundongos
tratados previamente com Hsp65-lac. O fator reumatoide estava diminuido no
grupo HSP apenas no final do experimento (Figura 6C). Os niveis de anticorpos
anti-HSP65 também estevam diminuida apenas nesse grupo no fim do

experimento (Figura 6D).
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Figura 3. Producgéo de citocinas nas culturas de células de camundongos com AIC crbnica
tratados previamente por via oral com Hsp65-lac. Camundongos fémeas BALB/c foram tratadas
com meio (grupo C), meio inoculado com L. lactis-EP (grupo EP) ou meio inoculado com Hsp65-lac
(grupo HSP) durante quatro dias. Animais ndo manipulados (grupo N) foram usados na obtengéo
de niveis basais (linha tracejada). Dez dias ap0s o tratamento, a artrite foi induzida com 4 injecdes
de OVA+CIl em CFA, subcutaneas e intercaladas por 21 dias. Para avaliacdo da producdo de
citocinas, os animais foram sacrificados uma semana ap6s cada imunizagéo e o baco e linfonodos
mesentéricos recolhidos e as células isoladas e estimuladas in vitro com OVA. (A) IL-17 produzida
por células do bago e (B) linfonodo mesentérico. (C) INF-y produzido por células do bago e do (D)
linfonodo mesentérico. Os valores plotados representam a média £+ SEM. * p <0,05 em relagdo ao
grupo controle C. ** p <0,005 em comparagdo com o grupo controle C. *** p <0,0005. (n=5). Dados

representativos de quatro experimentos independentes.
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Figura 4. Producdo de IL-17 e IFN-y nas culturas de células de camundongos com AIC
cronica tratados previamente por via oral com Hsp65-lac. Camundongos fémeas BALB/c
foram tratadas com meio (grupo C), meio inoculado com L. lactis-EP (grupo EP) ou meio
inoculado com Hsp65-lac (grupo HSP) durante quatro dias. Dez dias ap6s o tratamento, a artrite
foi induzida com 4 injecbes de OVA e CIll emulsificados em CFA intercaladas por 21 dias. O
sobrenadante da cultura de células de linfonodos inguinais estimuladas in vitro com OVA foi
colhido no dia 95 e testado por ELISA especifica para IL-17 e IFN-y. Os valores plotados

representam a média £ SEM. * p <0,05 em relagao ao grupo controle C. (n=5)
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Figura 5. Frequéncias de células T CD4* produtoras de IFN-y e TNF-a no bago de
camundongos com AIC crbnica tratados previamente por via oral com Hsp65-lac.
Camundongos fémeas BALB/c foram tratadas com meio (grupo C), meio inoculado com L. lactis-
EP (grupo EP) ou meio inoculado com Hsp65-lac (grupo HSP) durante quatro dias. Animais nao
manipulados (grupo N) foram usados na obteng&o de niveis basais (linha tracejada). Dez dias
apos o tratamento, a artrite foi induzida com 4 inje¢cbes de OVA+CIl em CFA, subcuténeas e
intercaladas por 21 dias. O baco foi recolhido apés a segunda imunizacédo e no dia 95 e as células
foram marcadas com (A) APC-anti-CD4 e PerCP-Cy5.5-anti-IFN-y ou com (B) APC-anti-CD4 e
PE-anti-TNF-a e analisadas por citometria de fluxo. Os valores plotados representam a média +
SEM. * p <0,05 em relacdo ao grupo controle C. ** p <0,005 em comparagdo com o grupo controle

C. *** p <0,0005. (n=5). Dados representativos de dois experimentos independente
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Figura 6. Producdo de anticorpos especificos em camundongos com AIC tratados
previamente com Hsp65-lac. Camundongos fémeas BALB/c foram tratadas com meio (grupo
C — retangulo preto), meio inoculado com L. lactis-EP (grupo EP — tridngulo cinza) ou meio
inoculado com Hsp65-lac (grupo HSP — circulo cinza) durante quatro dias. Animais nao
manipulados (grupo N) foram usados na obtenc¢éo de niveis basais (linha tracejada). Dez dias
apos o tratamento, a artrite foi induzida com 4 inje¢6es de OVA+CIl em CFA, subcutaneas e
intercaladas por 21 dias. (A) A avaliacao da producao de IgG especifica para OVA foi realizada
no soro uma semana apos cada imunizacao por ELISA (B) IgG especifica para Cll medidas por
ELISA nos soros colhidos uma semana depois da segunda imunizacéo e no dia 95. (C) Fator
reumatoide nos soros colhidos uma semana depois da segunda imunizacgéo e no dia 95 dosado
por ELISA. (D) IgG especificas para HSP65 medidas por ELISA em soro colhido no fim do
experimento no dia 95. Os valores plotados representam a média £+ SEM. * p <0,05 em relagdo
ao grupo controle C. ** p <0,005 em comparacdo com o grupo controle C. (n=5). Dados

representativos de dois experimentos independentes.

52



4.3 - O tratamento com L. lactis produtor de Hsp65 alterou o eixo

Regula/inflama de citocinas durante o desenvolvimento da artrite.

A IL-10 medida no sobrenadante da cultura de células de baco foi elevada
em todos o0s grupos experimentais. No entanto, o processo de regulacdo
depende ndo s6 de niveis elevados das citocinas reguladoras, pois a relacéo
entre a concentracdo das citocinas pré-inflamatoérias e anti-inflamatérias interfere
na efetividade da regulacdo. Por isso foi feita uma razéo entre os valores de IL-
10 em relacdo aos valores de IL-17 e de IFN-y para se construir o eixo
regula/inflama durante o desenvolvimento da doenca. A razéo IL-10/IL-17 e IL-
10/IFN-y foi mais alta no grupo tratado com Hsp65-lac quando comparada aquela
obtida para os demais grupos, sugerindo que o componente regulador (IL-10)

predominou no balancgo de citocinas desse grupo.
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Figura 7. Eixo REGULA/INFLAMA. Camundongos fémeas BALB/c foram tratadas com meio
(grupo C —retangulo preto), meio inoculado com L. lactis-EP (grupo EP — tridngulo cinza) ou meio
inoculado com Hsp65-lac (grupo HSP — circulo cinza) durante quatro dias. Animais n&o
manipulados (grupo N) foram usados na obten¢&o de niveis basais (linha tracejada). Dez dias

apos o tratamento, a artrite foi induzida com 4 injecdes de OVA+CIl em CFA, subcuténeas e
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intercaladas por 21 dias. Para avaliacdo da produc¢éo de citocinas, os animais foram sacrificados
uma semana apos cada imunizacado e o baco e linfonodos mesentéricos recolhidos e as células
isoladas e estimuladas in vitro com OVA. Os valores plotados representam a média £ SEM. (A)
Nivel de IL-10 medido através de ELISA. Raz&o dos niveis de (B) IL-10/ IL-17 e (C) IL-10/IFN-y
dosados no sobrenadante da cultura celular feita com os linfonodos.

4.4 Efeitos do tratamento oral com o Hsp65-lac incluem a reducao da
ativacdo de células T efetoras de memodria e o aumento de linfocitos

reguladores.

A inflamacao induz a ativagédo de linfécitos T e a sua diferenciacdo em
células efetoras de memoria (Seder e Ahmed, 2003). Por isso, investigamos a
frequéncia de linfocitos T efetores de memoria (CD4*CD44") por citometria de
fluxo. A inflamacgéo crénica induziu frequéncias mais elevadas de linfécitos T
efetores de memaria nos animais do grupo controle C. O tratamento oral com
Hsp65-lac manteve essas frequéncias comparaveis aquelas observadas nos
animais nao manipulados do grupo N (Figura 8).

Muitos processos patologicos sdo associados com desvios de funcdes de
regulacdo, especialmente aquelas que envolvem linfécitos T. A reducdo na
frequéncia de linfdcitos Trec ja foi observado em pacientes com AR (Zare et al.,
2015) sendo que a restauracdo da frequéncia desses linfécitos com fendtipo
regulador tem sido associada com melhora clinica (Su et al., 2014). O tratamento
oral com Hsp65-lac induziu aumento na frequéncia de linfécitos Trec
CD4*Foxp3*. Um outro tipo de linfécitos Treg ja descrito durante a inducao de
tolerancia oral apresenta o TGF-f associada com a membrana (LAP). Esta
populacdo de linfécitos tem uma forte capacidade para suprimir processos
patologicos, incluindo doengas autoimunes (Faria e Weiner, 2006; Ochi et al.,
2006). No6s ja demonstramos que linfocitos T CD4*LAP* estdo associados com
o efeito benéfico da terapia oral com Hsp65-lac (Rezende, R. et al., 2013). O
tratamento com Hsp65-lac foi capaz de induzir niveis elevados de linfocitos T
CD4*Foxp3*™ no baco e inibir a AIC (Figura 9A). Nesse momento do
desenvolvimento da doenca, o tratamento também aumentou as ceélulas T

CD4*LAP* nos linfonodos mesentéricos e inguinais (Figuras 9B e C). Esses
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dados foram inicialmente observados uma semana depois da primeira
imunizacao de reforco.

No estagio mais tardio do desenvolvimento da AIC (dia 95), observamos
que o aumento da frequéncia de linfécitos Trec ocorreu apenas nos linfonodos.
Os linfonodos mesentéricos dos animais tratados com Hsp65-lac apresentaram
as frequéncias mais elevadas de Trec CD4*Foxp3* (Figura 10A),
CD4*Foxp3*LAP* (Figura 10B) e CD4*LAP* (Figura 10C). Nesse mesmo
momento, houve um aumento, nos linfonodos inguinais, na frequéncia de células
CD4"Foxp3* (Figura 10D) e CD4"Foxp3*LAP* (Figura 10E) somente.

Os linfocitos B sdo relevantes ndo apenas na patologia da AR, mas também
podem apresentar fenotipo e atividade reguladora, principalmente através da
producdo de IL-10 e a inducdo de células T reguladoras CD4*Foxp3*
(Mercadante et al.,, 2014). De forma consistente com a inibicdo da AIC,
observamos o aumento de linfécitos Brec (CD19* IL10*) no bago dos animais

tratados com Hsp65-lac antes da AIC (Figura 11).
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Figura 8. Frequéncia de células T CD4*CD44* de memd@ria no ba¢o de camundongos com
AIC crbnicatratados previamente por viaoral com Hsp65-lac. Camundongos fémeas BALB/c
foram tratadas com meio (grupo C), meio inoculado com L. lactis-EP (grupo EP) ou meio
inoculado com Hsp65-lac (grupo HSP) durante quatro dias. Animais ndo manipulados (grupo N)
foram usados na obtencao de niveis basais (linha tracejada). Dez dias apds o tratamento, a artrite
foi induzida com 4 injecdes de OVA+CIll em CFA, subcuténeas e intercaladas por 21 dias. O baco
foi recolhido uma semana apos a segunda imunizacéo e no dia 95, as células foram marcadas
com PerCP-Cy5.5-anti-CD4, APC-anti-CD62L e PE-anti-CD44 e analisadas por citometria de
fluxo. Linfécitos T CD4*CD62L-CD44" foram contabilizadas como mem6ria efetora. Os valores
representam a média + SEM. * p <0,05 em relagdo ao grupo controle C. ** p <0,005 em relagéo

ao grupo controle C. (n=5). Dados representativos de dois experimentos independentes.
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Figura 9. Frequéncias de células T CD4*Foxp3*LAP* no bag¢o e nos linfonodos de
camundongos com AIC crbnica tratados previamente por via oral com Hsp65-lac.
Camundongos fémeas BALB/c foram tratadas com meio (grupo C), meio inoculado com L. lactis-
EP (grupo EP) ou meio inoculado com Hsp65-lac (grupo HSP) durante quatro dias. Animais nao
manipulados (grupo N) foram usados na obtenc&o de niveis basais (linha tracejada). Dez dias
apos o tratamento, a artrite foi induzida com 4 inje¢cbes de OVA+CIl em CFA, subcuténeas e
intercaladas por 21 dias. Uma semana apés a segunda imunizacdo (dia 35), células coletadas
do (A) baco e marcadas com PerCP-Cy5.5-anti-CD4 e APC-anti-foxp3; e células dos linfonodos
(B) mesentéricos e (C) inguinais marcadas com PerCP-Cy5.5-anti-CD4 e PE-anti-LAP foram
analisadas por citometria de fluxo. Os valores plotados representam a média £ SEM. * p <0,05
em relacdo ao grupo controle C. ** p <0,005 em comparag¢do com o grupo controle C. (n=5).
Dados representativos de dois experimentos independentes.

56



o

= N
o o
L 1

% of CD4+F0xp3+
N
o

o
I

o
L

*ok Kk +ﬂ_
T < .
o
R ]
™ < 8
a _
A
o <
-~ o 2
< (6]
a —
)
o o 1A
“5 Y
X o
G H

201

% of CD4"Foxp3®

% of CD4 foxp3'LAP”

Figura 10. Frequéncias de células T reguladores no baco e nos linfonodos de
camundongos com AIC crbnica tratados previamente por via oral com Hsp65-lac.
Camundongos fémeas BALB/c foram tratadas com meio (grupo C), meio inoculado com L. lactis-
EP (grupo EP) ou meio inoculado com Hsp65-lac (grupo HSP) durante quatro dias. Animais ndo
manipulados (grupo N) foram usados na obtenc¢éo de niveis basais (linha tracejada). Dez dias
apo6s o tratamento, a artrite foi induzida com 4 inje¢6es de OVA+CIl em CFA, subcutaneas e
intercaladas por 21 dias. Células dos linfonodos mesentéricos coletados no dia 95 e marcadas
com (D) PerCP-Cy5.5-anti-CD4 e APC-anti-foxp3; (E) PerCP-Cy5.5-anti-CD4, APC-anti-foxp3 e
PE-anti-LAP e (F) PerCP-Cy5.5-anti-CD4 e PE-anti-LAP. Células dos linfonodos inguinais
coletados no dia 95 e marcadas com (G) PerCP-Cy5.5-anti-CD4 e APC-anti-foxp3 e (H) PerCP-
Cy5h.5-anti-CD4, APC-anti-foxp3 e PE-anti-LAP foram analisadas por citometria de fluxo. Os
valores plotados representam a média + SEM. * p <0,05 em relagdo ao grupo controle C. ** p
<0,005 em comparacgdo com o grupo controle C. *** p <0,0005. (n=5). Dados representativos de
dois experimentos independentes.
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Figura 11. Frequéncias de células B produtoras de IL-10 (Bregs) no ba¢o de camundongos
com AIC crbnica tratados previamente por via oral com Hsp65-lac. Camundongos fémeas
BALB/c foram tratadas com meio (grupo C), meio inoculado com L. lactis-EP (grupo EP) ou meio
inoculado com Hsp65-lac (grupo HSP) durante quatro dias. Animais ndo manipulados (grupo N)
foram usados na obtencao de niveis basais (linha tracejada). Dez dias apds o tratamento, a artrite
foiinduzida com 4 inje¢cbes de OVA+CIl em CFA, subcutaneas e intercaladas por 21 dias. Células
do baco recolhido uma semana apés a segunda imunizacdo e no dia 95, que foram marcadas
com PE/Cy5-anti-CD19 e PE-anti-IL-10 e analisadas por citometria de fluxo. Os valores plotados
representam a média + SEM. * p <0,05 em relacdo ao grupo controle C. ** p <0,005 em
comparacdo com o grupo controle C. (n=5). Dados representativos de dois experimentos

independentes.

4.5 A IL-10 é necessaria para reducao dos niveis de anticorpos especificos
pelo tratamento com Hsp65-lac.

Camundongos fémeas BALB/c IL-107- foram tratados com Hsp65-lac
previamente a imunizacdo com CII+OVA. Diferentemente do que observamos
nos camundongos BALB/c selvagens, esses camundongos deficientes em IL-10
apresentaram altos niveis de anticorpo anti-OVA semelhantes aos dos animais
do grupo controle (figura 12A). Os niveis do fator reumatoide também estavam
elevados e, embora o tratamento com Hsp65 tenha reduzido os niveis de fator
reumatoide, essa inibigcdo foi mais pronunciada nos animais selvagens (figuras
12B e 6C).
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Figura 12. Niveis de anticorpos especificos em camundongos BALB/c deficientes em IL-
10 com AIC tratados por via oral com Hsp65-lac. Camundongos fémeas BALB/c IL-10"- foram
tratados com meio (grupo C, n=4), ou meio inoculado com Hsp65-lac (grupo HSP, n=3) durante
quatro dias. Dez dias ap0s o tratamento, a artrite foi induzida pela imunizacdo subcutdnea com
OVA+CIl em CFA. Uma semana depois, 0os animais foram sacrificados e o soro avaliado por
ELISA para detecgéo de (A) IgG especifica para OVA e (B) fator reumatoide. Os valores plotados

representam a média + SEM. * p <0,05 entre 0s grupos.

4.6 O tratamento oral com Hsp65-lac também inibiu a inducdo de um
modelo agudo de artrite induzida por mBSA.

O tratamento oral com Hsp65-lac no modelo agudo de AlA induziu um efeito
semelhante aguele observado no modelo cronico de AIC demonstrando a
robustez da acdo moduladora do tratamento com Hsp65 associado ao probidtico
L. lactis NCD0O2118. Os niveis de anticorpos especificos para mBSA estavam
reduzidos pelo tratamento com Hsp65-lac (figura 13A), assim como os niveis de
IFN-y (figura 13D) e IL-17 (figura 13B) nos sobrenadantes de cultura de células
do baco e dos linfonodos mesentéricos (figura 13C). A analise, por citometria de
fluxo das frequéncias de subpopulagdes de linfécitos, mostrou que o tratamento
com Hsp65-lac preveniu a ativacédo de linfocitos T CD4* e sua diferenciacdo em
linfécitos T de memoria efetora no bago (figura 13F) e nos linfonodos
mesentéricos (figura 13E).

A frequéncia de linfocitos Trec também estava aumentada nos animais que
tiveram a AlA inibida pelo tratamento prévio com Hsp65-lac. O baco dos animais
tratados com Hsp65-lac apresentava maior frequéncia de linfocitos T
CD4*Foxp3* (figura 14A) e Trec CD4"Foxp3*LAP* (figura 14B) que no bacgo dos
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animais do grupo controle C. Nos linfonodos mesentéricos, o tratamento com
Hsp65 induziu o aumento de linfécitos TCD4*LAP™ (figura 14C).
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Figura 13. Efeitos do tratamento oral com Hsp65-lac em parametros imunolégicos
associados ao desenvolvimento da artrite aguda induzida por mBSA (AIA). Fémeas de
camundongos C57BL/6 foram alimentadas com meio (grupo C), meio inoculado com L. lactis-EP
(grupo EP) ou meio inoculado com Hsp65-lac (grupo HSP) durante quatro dias. Dez dias apds o
tratamento, a artrite foi induzida com uma imunizacdo subcutanea de mBSA em CFA, quinze
dias depois o desafio foi realizado pela injecdo de mBSA diretamente no joelho e uma semana
depois os animais sacrificados. (A) O soro foi recolhido para analise de IgG anti-mBSA. Para
avaliagdo da produgdo de citocinas os animais foram sacrificados uma semana apos a
imunizacao e o baco (B e C) e linfonodos mesentéricos (D) recolhidos e as células isoladas e
estimuladas in vitro com mBSA. Os sobrenadantes de cultura foram testados por ELISA
sanduiche para (B e D) IL-17 e (C) IFN-y. Anticorpos PerCP-Cy5.5-anti-CD4, APC-anti-CD62L e
PE-anti-CD44 foram usados para marcar células do (E) Linfonodo Mesentérico e do (F) baco que
foram analisadas por citometria de fluxo. Linfécitos T CD4+*CD62L-CD44" foram contabilizadas
como memoria efetora. Os valores plotados representam a média + SEM. * p <0,05 em relacédo

ao grupo controle C. ** p <0,005 em comparac¢do com o grupo controle C. (n=5).
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Figura 14. Frequéncia de linfécitos Trec em camundongos com AlA tratados previamente
com Hsp65-lac. Camundongos C57BL/6 fémeas foram tratadas com meio (grupo C), meio
inoculado com L. lactis-EP (grupo EP) ou meio inoculado com Hsp65-lac (grupo HSP) durante
quatro dias. Animais ndo manipulados (grupo N) foram usados na obtengédo de niveis basais
(linha tracejada). Dez dias apds o tratamento, a artrite foi induzida com uma imunizacdo
subcutdnea de mBSA em CFA, quinze dias depois o desafio foi realizado pela injecdo de mBSA
diretamente no joelho e uma semana depois 0os animais sacrificados Células do bago foram
isoladas e marcadas com (A) PerCP-Cy5.5-anti-CD4 e APC-anti-foxp3 e (B) PerCP-Cy5.5-anti-
CD4, APC-anti-foxp3 e PE-anti-LAP e analisadas por citometria de fluxo. (C) Células do linfonodo
mesentérico marcadas com PerCP-Cy5.5-anti-CD4 e PE-anti-LAP também foram analisadas por
citometria de fluxo. Os valores plotados representam a média + SEM. * p <0,05 em relacdo ao

grupo controle C. ** p <0,005 em comparacao com o grupo controle C. (n=5).
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5. Discussao

Demonstramos, nesse estudo, que a ingestdo continua da Hsp65
produzida por uma bactéria geneticamente modificada € capaz de prevenir a
inducéo de artrite por coldgeno e promover a regulacao da inflamacéo por um
longo periodo apds o tratamento. A bactéria Lactococcus lactis em si foi capaz
de alterar a severidade dos sintomas patoldgicos induzidos no modelo crénico,
enquanto que o tratamento com Hsp65-lac preveniu o desenvolvimento da
patologia.

A capacidade da tolerancia oral em inibir o desenvolvimento da
autoimunidade patolégica induzindo linfocitos reguladores especificos é evidente
em modelos experimentais (Faria e Weiner, 2006). Mas ensaios clinicos nem
sempre reproduzem a mesma eficiéncia encontrada em modelos experimentais.
Principalmente no caso de doencgas como a artrite e a diabetes, que apresentam
especificidade a um antigeno menos evidente. Por isso tem-se explorado
antigenos que podem reduzir a inflamacéo de forma mais ampla.

A HSP60, e outras proteinas de choque térmico como a HSP70, estdo em
fase de ensaios clinicos, inclusive com aplicagbes via mucosa oral. O
DiaPep277® é um peptideo derivado de HSP60 que estd sento testado via
parenteral em pacientes de diabetes tipo | (Huurman et al., 2007), e o dnaJP1
em pacientes reumaticos (Koffeman et al., 2009). Os resultados desses ensaios
tém sido promissores e o tratamento com Hsp65-lac reproduziu varios desses
beneficios no modelo experimental de artrite. Os efeitos na diabetes incluem
menor necessidade de insulina injetavel e aumento em marcadores da
tolerancia. (Huurman et al., 2007; Raz et al., 2007; Huurman et al., 2008). Os
resultados dos ensaios em pacientes reumaticos tratados com peptideos via oral
incluiram diminuicAo dos sintomas patologicos, reducdo de citocinas
inflamatorias e aumento de linfécitos reguladores e IL-10 (Koffeman et al., 2009).
Mas pode-se considerar que, nesses ensaios, 0S pacientes reumaticos
receberam baixas doses desse peptideo, 0 que ira induzir apenas alguns
mecanismos da tolerancia.

Existem diferentes maneiras de se induzir a tolerancia oral e a forma mais
eficaz é através da administracdo continua da proteina de interesse (Faria et al.,

2006; Oliveira et al., 2015). Esse procedimento que nem sempre é viavel em
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humanos. A quantidade de proteina purificada necessaria para ingestéo continua
em humanos apresenta um custo elevado e uma logistica proibitiva. O que €
ainda mais complicado no caso da HSP65 recombinante, que é instavel e dificil
de estocar (Miyoshi et al., 2002; Cappello et al., 2008).

A producéo de HSP65 por uma bactéria acido latica segura para consumo
humano apresenta uma alternativa viavel. Trabalhos anteriores desenvolvidos
pelo nosso grupo demonstraram que o Lactococcus lactis é capaz de resistir ao
processo digestivo no tubo intestinal sendo possivel recuperar bactérias viaveis
de diferentes seccdes do intestino e a partir das fezes de animais alimentados
com o meio de cultura bacteriologico. A presenca de HSP65 secretada nesse
meio de cultura é cerca de 7 pg/mL, somando-se ainda a producéo in situ na
mucosa intestinal. Portanto, a diferenca dos resultados obtidos entre os grupos
tratados com L. lactis-EP ou Hsp65-lac foi relacionada ao efeito do HSP65
(Rezende, R. M. et al., 2013). Esse efeito se relaciona a tolerancia oral induzida
a proteina e isto pode ser comprovado pela reducdo nos niveis de anticorpos
anti-Hsp65 (Figura 6 D). Por outro lado, também observamos, como no trabalho
anterior com a encefalomielite autoimune experimental (Rezende et al, 2013), a
tolerancia cruzada ou efeito indireto supressor na reatividade especifica aos
antigenos relacionados a artrite, ovalbumina, coldgeno e fator reumatoide
(Figura6 A, B e C).

O modelo de artrite induzida por colageno é relativamente longo (cerca de
70 dias para inducao), assim acompanhamos os efeitos do tratamento com L.
lactis em diferentes momentos do desenvolvimento da doenca (até o dia 100).
Os beneficios do tratamento com L. lactis portando plasmideo vazio (grupo EP)
e Hsp65-lac foram observados ao longo de todo o modelo, demonstrando um
efeito benéfico duradouro induzido por um Unico tratamento inicial.

O tratamento com L. lactis-EP n&o exerceu uma prevengao completa da
inducao de artrite por colageno, mas reduziu significativamente varios aspectos
patolégicos. O Lactococcus lactis NCDO2118 apresentou propriedades anti-
inflamatorias em um modelo de colite (Luerce et al., 2014). Nossos resultados
indicam que estas propriedades também estiveram presentes no tratamento da
AlC.

Os efeitos do tratamento com LI-EP foram significativos em estagios mais

tardios da doenca. O edema da pata traseira foi menor do que o do grupo
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controle, assim como o escore histopatolégico (Fig. 1A e 1D). Os niveis de IFN-
y produzidos por células do baco e linfonodos permaneceram elevados (Fig. 3C
e 3D), e também os niveis de IL-17 do baco (Fig. 3A). Mas nos linfonodos
mesentéricos, essa citocina permaneceu reduzida em relagédo ao grupo controle,
indicando que o L. lactis-EP é capaz de induzir mudancas no trato intestinal (Fig.
3B). A diminuicdo da frequéncia de linfécitos T CD4* ativados e produtores de
IFN-y e TNF-a no bago (Fig. 5A e 5B) mostram que os efeitos reguladores
induzidos no trato intestinal pelo L. lactis foram sistémicos.

A IL-10 produzida por células do baco esteve igualmente elevada em
todos os grupos durante o experimento (Fig. 7A). E, mesmo com esse aumento,
0 grupo controle apresentou os piores sintomas. A raz&o entre a IL-10 e as
citocinas inflamatérias foi elevada no grupo HSP (Fig. 7B e 7C) sugerindo, entao,
gue o balanco regulador (eixo regula/inflama) nos animais tratados prevaleceu.
A regulacdo efetiva resulta do equilibrio entre mediadores inflamatorios e
inibitérios, assim a reducéo de IL-17 e TNF-a foi o bastante para capacitar a
atuacéo da IL-10 no curso da doenga.

A relacdo entre o sistema imune e a microbiota envolve ndo apenas a
regulacdo, mas também o desenvolvimento da funcéo efetora. A producéo de
IFN-y e IL-17 pode ser diretamente relacionada a diversidade da microbiota. De
forma que a microbiota pode atura na manutencao do equilibrio da operacdo do
sistema imune tanto na inducdo de mecanismos inibidores e reguladores quanto
na modulacdo de mecanismos efetores. Modelos animais de artrite tém
demonstrado o papel dos produtos microbianos no controle da diferenciagéo de
Trnl7 e IL-17 (Niess et al., 2008; Eberl e Lochner, 2009). As condi¢des higiénicas
e bacteriologicas envolvidas no biotério onde os animais séo criados tém, assim,
um papel importante no desenvolvimento da doenca. Animais criados em
condicbes germ-free apresentam menos probabilidade de desenvolver artrite.
Mesmo no caso de camundongos geneticamente modificados ou de linhagens
gue apresentam propicios ao desenvolvimento de artrite, 0 acondicionamento e
a exposicdo bacteriana sdo fundamentais. Camundongos transgénicos K/BxN
sdo geneticamente modificados para expressar TCR especificos para GPI-6,
uma enzima da via glicolitica, e desenvolvem artrite espontaneamente. Mas o
desenvolvimento do quadro patolégico ndo ocorre quando os camundongos séo

acondicionados em condi¢cbes germ free. A transferéncia desses animais para
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biotérios convencionais resulta no desencadeamento da doenca. Mesmo
animais monoconolizados por Lactobacillus bifidus ou bactérias filamentosas
segmentadas (SFB) desenvolvem artrite. Esse efeito € relacionado a capacidade
dessas bactérias de induzir a diferenciacdo de linfécitos CD4* em Th17 (Wu et
al., 2010).

O camundongo nocaute para o receptor antagonista de IL-1 (IL-1AR7)
também desenvolve artrite espontaneamente e também depende da presenca
de bactérias para o aparecimento dos sintomas da doenga. Como nos
camundongos K/BxN, as bactérias SBF sdo o bastante para inducdo e
diferenciacéo de linfocitos Th17 capazes de desencadear a artrite. (Brusca et al.,
2014). Os mecanismos que tornam esses camundongos susceptiveis diferem do
K/BxN. Nesses animais, € a autoimunidade conferida pelo TCR a responsavel
pela inflamacédo, enquanto que, nos camundongos IL-1AR”, a inflamacgédo
cronica das articulacdes surge em consequéncia da des-repressao da IL-13. Mas
na auséncia de IL-17 ou TNF-a, a IL-1p nao é suficiente para induzir artrite. Isto
demonstra o papel fundamental da produgéo de IL-17 na mucosa intestinal em
diferentes processos patogénicos relacionados a AR.

Os camundongos SKG possuem uma mutacdo no gene ZAP-70 e os
camundongos que expressam HLA-DRB1*0401 s&do suscetiveis ao
desenvolvimento da artrite (Rehaume et al., 2014). Esses processos patoldgicos
também dependem do contato com produtos microbianos e sao inibidos em
condicbes germ free. Mas essas duas linhagens de camundongos também
apresentam microbiota espontaneamente alterada e sdo ainda capazes de
reproduzir a propenséo do sexo feminino ao desenvolvimento da artrite (Gomez
et al., 2012).

Em humanos, essa relagdo da IL-17 induzida pela microbiota intestinal
com a AR ainda é nao tao esclarecida quanto nos modelos experimentais. No
entanto, Maeda e colaboradores demonstraram que camundongos SKG criados
em condi¢cdes germ free e inoculados com fezes de pacientes reumaticos
desenvolveram severo quadro de artrite. Esses animais apresentaram aumento
de células Thl7 no intestino e linfonodos mesentéricos e também maior
producdo de IL-17 por células estimuladas por RPL23A, um autoantigeno
relacionado a AR. Uma subpopulagdo de pacientes reumaticos apresentava

Prevotella copri como populacdo dominante na microbiota intestinal. Células
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dendriticas cultivadas na presenca da P. copri induzem a diferenciacdo de
células T naive de camundongos SKG em células Th17 (Maeda et al., 2016).

No inicio do tratamento com L. lactis-EP, o0 aumento de linfocitos Trec foi
observado apenas nos linfonodos inguinais préximos aos locais onde ocorre o
desafio por imunizacgdo (Fig. 9C). Ao final do periodo experimental, o grupo EP
apresentou maior frequéncia de Trec apenas nos linfonodos mesentéricos (Fig.
10D) indicando uma mudanca nos mecanismos reguladores a longo prazo. Os
linfécitos T reguladores estimulados na mucosa intestinal podem migrar para
outros linfonodos ou para o local da inflamacéo. Alternativamente, o L. lactis-EP
pode levar a mudancas diretamente na microbiota intestinal dos animais tratados
e essas mudancas resultarem em melhoria no quadro inflamatorio.

Probidticos podem induzir regulacdo e redugdo da inflamacéo e ja foi
demonstrada a capacidade desses microrganismos em reduzir parametros
patolégicos na artrite experimental. Frequentemente a forma observada da
modulacdo do sistema imune através da microbiota € através da alteracdo da
relacdo Tw/Trec (Ghadimi et al., 2008; Amdekar et al., 2013; Barberi et al., 2015).
Esse efeito foi observado in vitro e in vivo, inclusive em modelos experimentais
de artrite. O L. casei foi capaz de aumentar a frequéncia de linfécitos Trec ao
mesmo tempo em que diminuiu a frequéncia de linfécitos T efetores em um
modelo de artrite induzida por colageno em camundongo (Amdekar et al., 2011).
O consumo de leite fermentado por L. casei reduziu os sintomas da artrite
induzida por produtos bacterianos em camundongos BALB/c, incluindo
diminuicdo da IL-17 (Noto Llana et al., 2013). Os mecanismos envolvidos nesse
efeito ndo sdo completamente conhecidos, mas evidéncias experimentais tém
apontado para um papel central da imunidade inata e de células dendriticas no
processo (Kwon et al., 2010). Existem, no entanto, outros mecanismos pelos
quais os probidticos podem diminuir inflamag&o. Essa diminuicdo pode ser
mediada pela diminui¢c&o de citocinas inflamatorias e também pela inibigéo direta
de COX-2, como no caso de Lactobacillus casei (Amdekar et al.,, 2011). Os
acidos graxos de cadeia curta (SCFA) produzidos por algumas espécies de
bactérias comensais podem agir sistematicamente e induzir diretamente a
diferenciacéo de linfécitos T naive em reguladores fora da mucosa (Kim, C. H. et
al., 2014, Di Cerbo et al., 2016).
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Alguns ensaios clinicos envolvendo o uso de probiéticos em pacientes
reumaticos apresentaram bons resultados. Os resultados mais consistentes
foram observados nos ensaios clinicos que usaram L. casei 01 e Bacillus
coagulans GBI-30 6086. Muitos pacientes apresentaram menor escore
patologico e reducdo de diversos mediadores inflamatoérios, como o TNF-q, e
aumento de IL-10 ou TGF-B (Mandel et al., 2010; Alipour et al., 2014). Em outros
estudos, os efeitos positivos foram mais variados, relacionados ao bem-estar dos
pacientes enquanto que os indicadores patolégicos nem sempre apresentaram
melhoras téao claras (Hatakka et al., 2003; Pineda Mde et al., 2011). Mesmo que
esses estudos ndo tenham investigado o impacto do probidtico sobre a
microbiota, eles mostram a capacidade dos probiéticos em induzir melhoras em
pacientes reumaticos.

As bactérias envolvidas na patogénese da artrite sdo componentes
normais da microbiota, sendo que o desenvolvimento do quadro inflamatorio
desencadeado se relaciona ao desequilibrio na composicdo relativa das
populac6es da microbiota, ou seja, a disbiose. O uso de antibidticos pode
melhorar o quadro clinico em alguns pacientes reumaticos (Marshall et al., 1992)
demonstrando que diminuicdo da carga bacteriano pode afetar o
desenvolvimento da artrite. Porém, esses efeitos séo limitados e os antibiéticos
agem de modo inespecifico, com o uso prolongado também sendo associado a
disbiose. Os probidticos oferecem uma possibilidade de normalizacdo da
microbiota que néo é associada a efeitos colaterais (lannitti e Palmieri, 2010).

Muitos estudos mostram uma tendéncia da microbiota de pacientes
reumaticos a apresentarem uma reducdo da representatividade de bactérias do
género Bifidobacteria e aumento de Clostridium e Lactobacillus (Shinebaum et
al., 1987; Vaahtovuo et al., 2008). Foi também encontrada uma relagéo entre a
expansao de Prevotella copri e a susceptibilidade a artrite (Scher et al., 2013). A
reducdo do quadro clinico com o uso de drogas anti-inflamatorias ou
antirreumaticas tem sido relacionada as altera¢cdes na composicao da microbiota
(Neumann et al., 1987; Dearlove et al., 1992; Bradley, King, et al., 1993; Bradley,
Neumann, et al., 1993). Um estudo desenvolvido por Zhang e colaboradores
contando com um tamanho amostral significativo corroborou essa tendéncia.
Esse estudo analisou alteragbes na microbiota em toda a mucosa

gastrointestinal, incluindo cavidade oral, intestinal e material fecal. Também foi
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demonstrado que existe uma correlagéo direta entre a severidade da disbiose e
o quadro clinico dos pacientes reumaticos, incluindo marcadores séricos como
FR e anti-CCP. O uso de drogas anti-inflamatérias e a remissao dos sintomas
nesses pacientes também foram relacionados a uma reversdo parcial da
disbiose. Esses resultados demonstram que a relacdo entre disbiose e artrite
nao € somente causal (Zhang et al., 2015).

A associacdo entre probidticos e reversdo da disbiose ainda nao é
completamente compreendida. A relacdo entre sistema imune e as bactérias
comensais inclui multiplos fatores, tanto do ambiente quanto do hospedeiro, e
essas relacdes ainda estdo sendo compreendidas (Toivanen et al., 2001;
Vaahtovuo et al., 2008). E razoavel supor que os efeitos induzidos pelos
probidticos no sistema imune tenham repercussdes sobre suas relagcdes com a
microbiota. Mas os probidticos podem agir diretamente sobre as bactérias
comensais. Ja foi demonstrada in vitro a capacidade de bactérias laticas de
suprimir a proliferacdo de outras espécies de bacterianas inclusive patogénicas
(Wang et al., 2004)

Os efeitos dos probiéticos em modelos experimentais frequentemente sao
mais evidentes que 0s ensaios clinicos. A microbiota e sua relacdo com o
hospedeiro é altamente complexa, estando sujeita a diversos fatores genéticos
e ambientais. Os camundongos usados em modelos experimentais s&o
iIS0génicos e passam a maior parte do tempo em ambientes controlados e dietas
uniformes. Todos esses fatores contribuem para variabilidade dos resultados
encontrados em ensaios clinicos aplicando probidticos (Brusca et al., 2014;
Catrina et al., 2016). De qualquer forma € improvavel que, em humanos, a
relacdo entre microbiota, probibticos e disbiose possa ser vinculada a apenas
um dnico microrganismo como muitas vezes ocorre em camundongos
isogénicos. Mesmo em modelos animais, o uso de mais de um microrganismo
tem apresentado resultados mais promissores (Timmerman et al., 2004; Betta,
2014).

O Lactococcus lactis ndo é convencionalmente considerado um probidtico
e essa propriedade € pouco investigada. Os seus efeitos positivos na colite e na
prevencdo dos danos associados ao consumo de etanol em camundongos
incluem reducao da reacao inflamatoria e protecéo do epitélio intestinal (Luerce

et al., 2014; Alvarenga et al., 2015). Esse tipo de lesdo também esta associada
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ao desenvolvimento da artrite em humanos (Kaetzel, 2010). Assim, para uma
compreensao completa dos efeitos exercidos pelo L. lactis NCDO2118 no
modelo de artrite induzida por colageno, a acdo antimicrobiana dessa bactéria
no intestino assim como sua capacidade de interferir na composicao da
microbiota devem ser investigadas.

Além de estarem de acordo com os efeitos probioticos capazes de induzir
diferenciacéo de linfécitos Trec e diminuicdo de citocinas inflamatorias, nossos
resultados demonstraram que esses beneficios atuam de forma sistémica e
duradoura. A secrec¢ao de Hsp65 pelo L. lactis NCDO 2118 foi capaz de prevenir
a inducao da artrite induzida por colageno em muitos aspectos.

O grupo HSP foi o que apresentou o0 menor edema da pata e também as
menores contagens celulares no infiltrado inflamatorio sinovial (Figuras 1A e 1C).
Esses resultados podem estar associados a atuacdo da Hsp65 diretamente nos
leucdcitos. A inducédo de Artrite por Adjuvante funciona em ratos Lewis, mas nao
em ratos Wistar. Essa diferenca esta relacionada a capacidade de resposta a
HSP65 bacteriana e enddgena. Essa resposta € significativamente menor em
ratos Wistar e essa diferenca interfere na capacidade migratdria e invasiva dos
leucdcitos (Wooley et al., 1998; Mia et al., 2008). O tratamento com Hsp65-lac
via oral pode agir sobre os leucdcitos de forma a diminuir sua capacidade de
infiltrar a cavidade sinovial.

O tratamento com Hsp65-lac ndo somente preveniu o0 aumento de
citocinas inflamatorias, mas também o aumento dos niveis de autoanticorpos
patolégicos, enquanto que o grupo EP apresentou altos niveis desses
anticorpos. Os niveis de IgG para OVA e colageno tipo Il estavam reduzidos ao
longo de todo o desenvolvimento da doenca nos camundongos tratados (Fig. 6A
e 6B). O Fator Reumatoide e anticorpos especificos para Hsp65 também
estiveram reduzidos no periodo mais tardio da doenga (Fig. 6C e 6D). Esses
dados indicam que o tratamento via oral Hsp65-lac exerceu um efeito
tolerogénico.

A imunizacdo com CFA conta com uma alta carga de produtos
microbianos inclusive a propria Hsp65 de Mycobacterium tuberculosis. Pode-se
argumentar que a tolerancia induzida foi relacionada a esse antigeno bacteriano.
No entanto, o tratamento com Hsp65-lac em um modelo de EAE que nao fez uso

desse adjuvante também foi igualmente capaz de inibir o desenvolvimento da
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doenca (Rezende, R. M. et al., 2013). Os efeitos benéficos da HSP60 ja foram
demonstrados em modelos de artrite que ndo sao induzidos por adjuvantes
bacterianos (Wooley et al., 1998; Mia et al., 2008). Esses dados mostram que a
tolerancia desencadeada por esse tratamento ndo € dirigida somente aos
produtos microbianos presentes no adjuvante CFA.

A diminuicdo da frequéncia de linfécitos T CD4* ativados produtores de
TNF-a e IFN-y demonstra que o tratamento com Hsp65-lac foi capaz de impedir
o desenvolvimento da inflamacao (Fig. 5A, 5B e 8). Essa propriedade anti-
inflamatoria € bem estabelecida na literatura. Para que as HSP60 possam agir
como adjuvantes da tolerancia deve-se adotar um regime tolerizante. Essa
propriedade depende ndo somente de receptores especificos da imunidade
adaptativa, mas também de inespecificos da imunidade inata. Existem
evidéncias de que este também é o caso dos probidticos na inducdo da
regulacdo. O tratamento com Hsp65-lac em um modelo de colite induzida por
DSS nao funcionou em camundongos TLR2”7 da mesma maneira que em
camundongos selvagens (Gomes-Santos, 2011). Por outro lado, a bactéria L.
lactis pode ter atuado como adjuvante da tolerancia oral induzida para Hsp65.
Em modelo de doenca enxerto-versus-hospedeiro (GVHD), Mercadante e
colaboradores demonstraram que a cepa L. lactis NCDO2118 foi capaz de atuar
como adjuvante na inducao de tolerancia oral a alo-antigenos administrados pela
via oral. Esse efeito adjuvante foi dependente de IL-10 e de células B
expressando LAP (Mercadante et al, 2014). Ainda ndo esta claro quais sao os
componentes do L. lactis NCDO2118 responsaveis por esse efeito na tolerancia
oral.

O aumento dos linfécitos T reguladores no bagco dos animais do grupo
HSP foi observado somente nos primeiros 30 dias do desenvolvimento da
doenca. Em tempos mais tardios, houve aumento dos linfécitos T reguladores
apenas nos linfonodos mesentéricos e inguinais in indicando que houve uma
mudanca na dindmica de migracdo dessas células a partir de sua geracédo no
intestino (Fig. 10D-H). A resposta reguladora ficou restrita aos linfonodos
inguinais mais préoximos dos locais onde ocorre a reagao inflamatoria. Essa
alteracdo na localizacdo dos linfocitos T reguladores ao longo da AIC esta de
acordo com a atracdo em locais onde a inflamacgé&o induz maior expressao de
HSP60.
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A capacidade de células reguladoras especificas para HSP60 de
migrarem aos locais onde ocorre a reacao inflamatoria € uma das principais
vantagens associadas a essa nova possibilidade terapéutica. A variabilidade da
especificidade patogénica na AR em humanos é um fator limitante para a
inducéo de linfécitos T reguladores especificos para epitopos relacionados a
doenca. Nossos resultados indicam que tratamento oral com Hsp65-lac induziu
células T reguladoras na mucosa intestinal capazes de agir sistemicamente e
inibir localmente o desenvolvimento da doenca. O aumento de linfocitos Trec
LAP* foi observado também na prevencdo da EAE pelo tratamento com Hsp65-
lac (Rezende, R. M. et al.,, 2013). Esse trabalho anterior do nosso grupo
demonstrou que a deplecdo dessas células pelo tratamento in vivo com
anticorpos monoclonais anti-LAP aboliu completamente os efeitos benéficos do
tratamento com Hsp65-lac.

A acao especifica desse tratamento para a HSP60 enddgena e a Hsp65
bacteriana parece relacionada aos processos de diminuicdo da inflamacéo e
manutencdo da regulacdo. J& foi demonstrado que linfocitos T reguladores
especificos para HSP60 de pacientes reumaticos sofrem apoptose com mais
facilidade. Experimentos in vitro mostraram que a expansao e ativacdo de
linfécitos Trec especificos para APL-1, um peptideo derivado da HSP60, € capaz
de inibir linfécitos efetores especificos obtidos de pacientes de AR (Barbera et
al., 2016). A terapia oral com Hsp65-lac parece ser capaz de reforcar e manter
a fisiologia reguladora associada a HSP60 durante os processos patologicos e
inflamatorios.

A Hsp65-lac via oral também aumentou a frequéncia de linfécitos B
produtores de IL-10 (Fig. 11). Esse tipo de regulacdo é menos investigado que
nos linfocitos T. Mas ja esta demonstrado que linfocitos B produtores de IL-10
sdo capazes de induzir a diferenciacéo de linfécitos Trec (Carter et al., 2012;
Miyagaki et al., 2015). O tratamento com L. lactis em conjunto com antigenos
alogénicos via oral induziu tolerancia aos aloantigenos, diminuindo a inflamacéo
relacionada a doenga enxerto versus hospedeiros (GVHD). Efeito que foi
dependente de linfécitos B reguladores produtores de IL-10 (Mercadante et al.,
2014). Por outro lado, a propria Hsp65 ou seus peptideos séo capazes de induzir
a producdo de IL-10 em linfocitos B, inclusive em experimentos in vitro com

sangue em humanos (Fontoura et al., 2015).
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Anticorpos tem um papel central na patogenia da AR. O bloqueio de
linfécitos B com um anticorpo monoclonal anti-CD20 exerce efeitos positivos em
modelos de artrite experimental e em pacientes reumaticos (Shaw et al., 2003;
Roll et al., 2008). Dentre os efeitos observados durante a deplecéo de linfocitos
B estéo a reducdo dos sintomas clinicos em pacientes reumaticos e o0 aumento
da frequéncia de linfécitos Treg. Foi observada ainda relacédo inversa entre a
frequéncia de linfocitos Brec e 0s sintomas de pacientes com artrite (Kim, J. et
al., 2014).

A transferéncia de Brec foi capaz de inibir a inducdo de artrite por
colageno (Mauri et al., 2003). Nesse modelo de artrite, a diferenciacdo de
linfécitos Tri foi dependente da producéo de IL-10 por linfocitos B (Carter et al.,
2012). Para estabelecermos o papel dessa citocina nos efeitos observados neste
estudo, pretendemos utilizar camundongos deficientes em IL-10 ou o bloqueio
de linfocitos B. Dessa forma, poderemos estabelecer também se a inducéo de
linfécitos Brec € essencial para os efeitos do tratamento oral com Hsp65-lac,
especialmente para a reducdo dos anticorpos patogénicos associados ao
desenvolvimento da artrite. De qualquer forma, a propriedade da Hsp65-lac via
oral de modular e regular a atividade de linfocitos B indica que essas células
podem ter um efeito direto no potencial terapéutico do Hsp65-lac na AR.

O tratamento com Hsp65-lac no modelo de artrite aguda induzida por
MBSA também reduziu mediadores inflamatérios e aumentou a frequéncia de
linfécitos T reguladores. No entanto, nesse modelo de artrite, o L. lactis-EP ndo
exerceu 0s mesmos efeitos observados no modelo crénico induzido por
coldgeno (Fig. 13 e 14). O modelo agudo utilizado resulta de mecanismos
inflamatorios locais mais do que de circuitos autoimunes sistémicos como 0s
observados no modelo cronico. O modelo induzido por mBSA depende de um
desafio com antigeno diretamente na articulacdo. Por isso, esse modelo
reproduz mais os aspectos locais da formacédo do pannus do que o0s aspectos
autoimunes da AR. O modelo de artrite induzida por colageno que usamos
reproduz aspectos autoimunes e cronicos. A diferenca nos mecanismos
patogénicos desses modelos pode explicar o fato do tratamento com L. lactis-EP
induzir regulacédo apenas no modelo crénico.

O efeito da HSP60 em modelos agudos de artrite esta bem estabelecido.

As primeiras observacdes dos efeitos supressores da Hsp65 de M. tuberculosis
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foram em modelos agudos de artrite em ratos. Esses modelos séo baseados na
infusdo de adjuvantes diretamente na articulacdo. Ja foi demonstrado inclusive
que a terapia oral com Hsp65 de M. tuberculosis foi capaz de reduzir o quadro
inflamatorio j& estabelecido nesse modelo (Satpute et al., 2009). Esse efeito, no
entanto, sé foi observado quando a Hsp65 esteve protegida do processo
digestivo pela administracdo conjunta de inibidores enzimaticos. A secrecao do
Hsp65 integra e diretamente na mucosa pelo L. lactis também foi capaz de
reduzir a inflamagéo no modelo agudo de artrite no nosso estudo. Mas o seu
efeito depois do estabelecimento da inflamacéo ainda precisa ser verificado.

O tratamento com L. lactis-EP no modelo agudo induziu aumento da
frequéncia de linfocitos T LAP* nos linfonodos mesentéricos, mas isso nao foi o
bastante para reduzir a inflamagcdo nesse caso. Esse dado sugere que a
especificidade desses linfocitos gerado pelo tratamento com Hsp65-lac é
necessaria para que as células sejam capazes de atuar no local da inflamacéao.

Uma das vantagens da tolerancia imunoldgica sobre os tratamentos
convencionais € ndo induzir imunossupressao generalizada. O tratamento com
HSP60 nado induz supressdo generalizada nem comprometimento do sistema
imune na resolucao de infeccao. Isto foi demonstrado no tratamento via oral com
Hsp65-lac no modelo de EAE. Nesse estudo, a producdo de anticorpos
especificos para Salmonella typhimurium estava intacta e o0s animais
sobreviviam a infec¢do aguda pela bactéria (Rezende, R. M. et al., 2013). Além
disso, a reatividade para Hsp65 pode atuar de forma protetora controlando a
reatividade inflamatéria excessiva contra alguns agentes infecciosos e
reduzindo, assim, os danos causados ao hospedeiro pela resposta imune
(Rouvio et al., 2005; Gershoni-Yahalom et al., 2010; Kamalakannan et al., 2012).

Os resultados de um ensaio clinico que aplicam dnaJl (peptideos
derivados da HSP60) em pacientes reumaticos via oral mostram resultados
promissores. Os pacientes que ingeriram o dnaJl apresentaram varios
marcadores relacionados ao processo de tolerancia imunolégica como
expresséo de Foxp3 e IL-10 em células mononucleares do sangue em relagao
ao grupo placebo. Esse tratamento também nédo induziu imunossupressdo. A
diferenca entre os grupos demorou a ser observada, o que também indica um

efeito tardio do tratamento oral. Um fator a ser notado nesse estudo é que todos
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0s pacientes faziam uso de hidroxicloroquina, uma droga imunossupressora
muito utilizada também na artrite (Koffeman et al., 2009).

Existem evidéncias de que imunoterapias apresentam melhor resultados
gquando associados com drogas imunossupressoras convencionais. A
diminuicdo do processo inflamatorio pode melhorar a atuagdo dessas terapias.
Porém, o processo de tolerancia deriva diretamente da acdo de células
reguladoras ativadas e a imunossupressao pode comprometer sua fisiologia. A
propriedade anti-inflamatéria dos probiéticos é mediada por inducdo da
regulacao ao invés de imunossupresséao, oferecendo uma grande vantagem para
essa abordagem. Além disto, o L. lactis NCDO 2118 usado nos nossos estudos
apresentaram atividades semelhantes aquelas descritas para bactérias
probiéticas (Luerce et al, 2015).

Estudos sobre o uso do L. lactis como vetor de proteinas recombinantes
cresceram muito na ultima década. O seu potencial de atuar diretamente na
mucosa esta bem estabelecido, tanto quanto a sua diversidade de acdo. Ja esta
demonstrada a capacidade do L. lactis recombinantes de induzir tanto processos
relacionados a regulacdo quanto imunizagdo. O L. lactis produtor de IL-10
recombinante ja apresentou efeitos benéficos no tratamento da doenca de Crohn
durante um ensaio clinico (Steidler e Rottiers, 2006).

E importante que o sistema recombinante usado nas bactérias
geneticamente modificadas seja seguro para aplicagcdo em humanos. Os ensaios
clinicos com L. lactis produtor de IL-10 usaram um sistema que torna a bactéria
viavel apenas na presenca de timina e timidina (Steidler e Rottiers, 2006). Outro
problema a ser abordado é que o sistema recombinante usado na Hsp65-lac
inclui resisténcia a antibidtico, assim como na maioria das bactérias
geneticamente modificadas usadas em experimentagao animal.

A inducdo da expressao atraves de xilose também é um ponto fraco no
sistema XIES se aplicado a humanos. Uma abordagem alternativa é o uso de
um sistema de expressédo que responda ao ambiente intestinal. Um desses é
controle induzido por estresse (Stress-Inducible Controlled Expression, SICE).
Esse sistema de expressao ja foi demonstrado viavel no probiédtico L. casei e é
compativel com as condi¢cdes do trato gastrointestinal. Sistemas capazes de

tornar a expressdao da proteina recombinante constitutiva vém sendo
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desenvolvidos e também seriam ideais para aplicacdo do Hsp65-lac em
humanos.

O L. lactis estad bem estabelecido como um vetor seguro para entrega de
farmacos e biomoléculas via oral. Mas deve-se notar que quase todos os estudos
nesse sentido aplicam a linhagem MG 1363, que até o presente ndo apresentou
propriedades anti-inflamatérias. Esse fator pode ser relevante principalmente em
aplicacdes que visam regulacao e reducao da inflamacgéo, como no caso da IL-
10 e nano anticorpos anti-TNF-a (Vandenbroucke et al., 2010). Pode-se
especular que o uso de uma linhagem com caracteristicas anti-inflamatérias
capaz de reduzir inflamacéo e auxiliar na inducdo de tolerancia imunolégica
poderia ser ainda mais vantajoso nesses casos. A substituicdo dos farmacos
anti-inflamatoérios e imunossupressores por um agente com acdo semelhante as
bactérias conhecidas como probidticas nas terapias orais com biomoléculas
reguladoras por via oral € uma possibilidade que apresenta grandes vantagens.

Em um modelo de artrite induzida por colageno, a tolerancia oral para o
antigeno é potencializada pela aplicacdo conjunta ao probidtico L. casei. Esse
efeito foi mediado pelo aumento de linfocitos reguladores, diminuicdo da
frequéncia de linfocitos T efetores e aumento de Tu2 em relacdo ao Tul (So,
Kwon, et al., 2008; So, Lee, et al., 2008). Isto demonstra a importancia da
linhagem bacteriana nos efeitos de terapias baseadas na aplicacédo direta de
microrganismos produtores de moléculas recombinantes. A associagdo da
tolerancia induzida por Hsp65 aos efeitos anti-inflamatorios do L. lactis pode ter
sido um fator relevante nos resultados obtidos no nosso estudo. Uma forma de
se investigar esses efeitos seria o uso da linhagem L. lactis MG 1363 como vetor
para a Hsp65.

A autoimunidade em pacientes reumaticos € sistémica e precede a
inflamacgéo sinovial, em alguns casos por anos. A quebra da tolerancia que
resulta na AR esta associada a eventos envolvendo a microbiota e as mucosas.
Essas caracteristicas ndo sdo abordadas nas terapias convencionais. Os efeitos
observados na aplicacdo oral de Hsp65-lac em modelos de artrite em
camundongos demonstram as possibilidades terapéuticas nesse tipo de
abordagem.

O tratamento com Hsp65 via oral € uma terapia eficaz no tratamento da

artrite, propriedade que estd bem estabelecida na literatura e nos ensaios
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clinicos. O sistema que usamos é capaz de entregar a proteina inteira na mucosa
intestinal, que € a forma mais eficaz de se induzir tolerancia oral. A associacdo
dessa terapia a um agente com propriedades anti-inflamatorias, além de
potencialmente aumentar os efeitos associados a tolerancia, pode oferecer uma
alternativa aos anti-inflamatorios geralmente aplicados em terapias via oral.
Feitos o0s ajustes para consumo humano, o L. lactis produtor de Hsp65 apresenta
um potencial terapéutica grande no tratamento de doencas inflamatérias e

autoimunes.
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6. Concluséo

Nossos resultados mostraram que o tratamento oral com L. lactis secretor
de Hsp65 é capaz de prevenir a inducao da artrite em camundongos. Esse efeito
foi observado em dois modelos diferentes de artrite induzida por antigeno, um
cronico e outro agudo. O efeito preventivo observado incluiu os sintomas
associados ao edema da pata, diminui¢ao de citocinas inflamatorias e anticorpos
especificos e aumento de linfcitos reguladores.

O tratamento com o L. lactis portando um plasmideo vazio também exerceu
efeitos benéficos nos animais do modelo crénico, indicando uma atividade
probiodtica dessa bactéria na artrite crénica induzida por coldgeno. No modelo
agudo o tratamento com L. lactis-EP n&o induziu diferenca em relacdo ao grupo
controle.

Esses resultados indicam o tratamento oral com L. lactis secretor de Hsp65
como uma alternativa terapéutica eficiente, segura e de facil aplicacdo no

tratamento da AR.
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